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1. Nutrition azotée et symbiose Rhizobium-légumineuses 
1. 1  Intérêts agronomiques et écologiques 
L’azote, constituant essentiel des molécules biologiques telles que les nucléotides, les 
acides aminés, et les protéines, est un nutriment indispensable à la croissance et au 
développement des plantes. Même si l’azote fait partie des éléments les plus abondants sur 
terre, c’est également un des principaux facteurs limitant pour la croissance des plantes 
(Wang et al., 2012). Dans les sols, on le trouve principalement sous sa forme gazeuse (N2), 
non-assimilable par les plantes, alors que les formes assimilables comme l’ammonium 
(NH4
+
), le nitrate (NO3
-
), ou le nitrite (NO2
-
) y sont très peu retenues. Pour faire face à ce 
problème, l’utilisation de fertilisants azotés constitue, dans l’agriculture, l’un des principaux 
recours. Entre 1960 et 2000, elle est passée de 10 à 88 millions de tonnes, et les prévisions 
pour 2040 font état de l’utilisation de 120 millions de tonnes (Vance, 2001). Cependant, une 
grande quantité d’azote résiduel n’est pas absorbée par les cultures et reste dans le sol, 
engendrant de nombreux problèmes environnementaux et sanitaires tels que l’émission de gaz 
à effets de serre ou encore la pollution de l’air et de l’eau (Socolow, 1999). De plus, les prix 
d’engrais azotés ne cessent d’augmenter depuis les années 2000, compte tenu de la raréfaction 
des énergies fossiles et des politiques de lutte contre le changement climatique. 
Les formes d’azote disponibles pour les plantes peuvent également être renouvelées 
dans les sols de manière naturelle, par des processus de minéralisation de la matière 
organique, ou par l’action de certains microorganismes spécialisés (Socolow, 1999). De plus 
les plantes de la famille des légumineuses peuvent établir une symbiose avec des bactéries du 
sol, les rhizobia, qui sont capables de fixer l’azote atmosphérique dans des excroissances 
racinaires appelées nodosités (ou nodules). La culture de ces plantes ne nécessite donc pas (ou 
très peu) de fertilisants azotés pour leur croissance. Les légumineuses sont en outre des 
espèces à propriétés agronomiques intéressantes : leurs graines sont riches en protéines (fève, 
soja, pois sec, lentilles, haricots…), et leurs parties aériennes sont utilisées dans la constitution 
des fourrages (luzerne, trèfle...). Cultivées sur environ 15% des terres arables dans le monde, 
on estime que les légumineuses couvrent 33% de nos besoins alimentaires en azote, et 
permettent la production de plus de 35% d’huile végétale industrielle (Graham and Vance, 
2003). Au-delà des apports nutritionnels, l’introduction de légumineuses dans une rotation de 
cultures a des effets bénéfiques, conduisant notamment à une moindre utilisation d’engrais 
Figure 1. Variations morphologiques parmi les symbioses rhizobium-légumineuses. 
Les rhizobia peuvent former chez les légumineuses des nodules racinaires comme dans le cas de la symbiose entre 
Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti (A), ou dans certains cas des nodules caulinaires, comme pour les 
symbioses entre Azorhizobium caulinodans et Sesbania rostrata (B), Bradirhizobium sp. OR322 et Aeschynomene 
afraspera (C), et Bradyrhizobium sp. ORS278–Aeschynomene sensitive (D). (E, F, G) Les nodules peuvent avoir 
des formes très variées. (E) Glycine max-Sinorhizobium fredii ; nodule déterminé. (F) Methylobacterium 
nodulans–Crotalaria perrottetii ; nodule coralloïde. (G) Sinorhizobium meliloti–Medicago sativa; nodule 
indéterminé. (H, I) Les modes d’infection peuvent également être différents. (H) Infection dans les poils 
absorbants racinaires de Medicago sativa par Sinorhizobium meliloti exprimant la RFP (Red Fluorescent Protein) 
ou la GFP (Green Fluorescent Protein). (I) Infection via des blessures (crack entry) d’Aeschynomene indica par 
Bradyrhizobium sp. ORS285 exprimant la GFP. (J, K, L) Coupes transversales de nodules Medicago sativa (J), 
Lotus japonicus (K), et Aeschynomene sensitive (L). (J) La coloration bleue est due à l’expression d’une fusion 
transcriptionnelle promoteur: GUS. (K et L) Les bactéries symbiotiques expriment le gène LacZ. 




azotés. Ainsi il est estimé que la mise en culture de 514 000 hectares supplémentaires de 
légumineuses sur des surfaces occupées par des céréales ou des graminées fourragères 
permettrait d’économiser environ 90 000 tonnes d’engrais azotés par an (Graham and Vance, 
2003).  
1. 2  Les différentes symbioses fixatrices d’azote chez les 
plantes 
Une grande diversité de bactéries fixatrices d’azote peut coloniser la rhizosphère et 
interagir avec les plantes. Les légumineuses et les plantes actinorhiziennes peuvent se fournir 
en azote grâce à leurs associations avec les rhizobia ou Frankia. Ces associations se traduisent 
par la différentiation d’un organe spécialisé sur l’hôte, le nodule racinaire. D’autres 
interactions symbiotiques mettent en jeu des cyanobactéries, que l’on trouve en association 
avec une grande variété de plantes, de champignons et d’algues (Meeks and Elhai, 2002).  
1.2. 1 La symbiose Rhizobium-légumineuses 
La majorité des espèces de légumineuses peuvent entrer en symbiose avec des 
bactéries appelées rhizobia. Ces symbioses ont des phénotypes très variés, aux regards de la 
localisation, de la forme, et de l’anatomie des nodules engendrés (Masson-Boivin et al., 2009) 
(Figure 1). Les légumineuses appartiennent à la famille des Fabaceae (ou Leguminosae) 
(Figure 2) qui regroupe plus de 20 000 espèces, et qui est partagée en trois sous-familles : les 
Caesalpinioidae, les Mimosoidae, et les Papilionidae. La grande majorité des plantes 
d’intérêts agronomiques appartiennent à la sous-famille des Papilionidae (Franche et al, 
2009 ; Doyle, 1998).  
Les rhizobia sont des bactéries gram-négatives de la classe des α- et β-protéobactéries. 
Les bactéries capables de noduler sont retrouvées dans 13 genres (Franche et al, 2009): 
- les α-protéobactéries du genre Agrobacterium, Allorhizobium, Azorhizobium, 
Bradyrhizobium, Mesorhizobium, Rhizobium, Sinorhizobium, Devosia, 
Methylobacterium, Ochrobactrum et Phyllobacterium. 
- Les β-protéobactéries du genre Burkholderia et Cupriavidus. 
Les spécificités d’interaction entre les rhizobia et les légumineuses sont variables 
(Tableau 1). En effet, alors que certaines espèces de légumineuses peuvent être infectées par 




Figure 2. Phylogénie des légumineuses basée sur la séquence du gène chloroplastique rbcL. 
Les trois sous-familles de légumineuses Papilionidae, Mimosoidae et Caesalpinioidae sont représentées par les barres 
verticales colorées. Les tribus et genres encadrés sont incapables de noduler. Les deux genres dont sont issues les 
légumineuses modèles Medicago truncatula et Lotus japonicus sont encadrés en rouge. 




et ne s’associent qu’avec un nombre très réduit de symbiontes. Ces spécificités d’hôte sont 
généralement dépendantes de la composition des exsudats racinaires, ainsi que de la nature de 
déterminants moléculaires secrétés par les rhizobia appelés facteurs Nods (voir 2.2) (Denarie 
et al., 1996; Perret et al., 2000b). De plus, la présence d’un système de sécrétion de type III a 
été identifiée chez certains rhizobia (Marie et al., 2001), et il a été montré que les protéines 
sécrétées par ce système (Nops) jouent un rôle dans l’efficacité de la nodulation et participent 
à la définition de la spécificité d’hôte. Afin d’illustrer la variablilité des spécificités 
d’interactions, nous pouvons citer comme exemples : les plantes du genre Galega (famille des 
Papilionidae) qui ne peuvent être nodulées que par une seule espèce de rhizobia, Rhizobium 
galegae (Franche et al, 2009), ou la légumineuse Sesbania rostrata qui n’établit une symbiose 
qu’avec Azorhizobium caulinodans. A l’inverse, la souche NGR234 de Sinorhizobium peut 
former des nodules sur 112 genres de plantes différents, dont une seule non-légumineuse 
Parasponia andersonii. Ce dernier cas s’explique par la capacité qu’a cette souche 
bactérienne à produire un cocktail de facteurs Nods très divers, et à synthétiser des protéines 
Nops sécrétées par la suite via son système de sécrétion de type III (Franche et al, 2009). 
1.2. 2 La symbiose actinorhizienne 
En contraste avec la symbiose rhizobienne qui se limite, à une exception près, aux 
plantes de la famille des Fabaceae, les plantes actinorhiziennes sont distribuées dans plus de 
200 espèces appartenant à 24 genres de huit familles d’angiospermes (Franche et al, 2009) : 
Casuarinaceae, Coriariaceae, Eleagnaceae, Datisticaceae, Myricaceae, Betulaceae, 
Rhamnaceae et Rosaceae. Toutes les plantes actinorhiziennes sont des arbres ou des arbustes, 
mis à part Datisca qui est une plante à fleurs. Des exemples de plantes actinorhiziennes bien 
étudiées sont les genres Alnus (aulne) et Casuarina. Ces plantes établissent une interaction 
symbiotique avec des actinomycètes du genre Frankia (Benson and Dawson, 2007). Ces 
bactéries filamenteuses gram positives sont capables de se différencier en deux structures 
développementales différentes essentielles à leur survie : les vésicules sont les structures qui 
permettent la fixation azotée lors de la symbiose actinorhizienne, alors que les spores 
contenues dans les sporanges sont les structures de reproduction. 
1.2. 3 Autres bactéries fixatrices d’azote 
Les cyanobactéries constituent un des groupes les plus vastes et variés de bactéries 
filamenteuses gram-négatives, capables de photosynthèse, et souvent de fixation azotée. 
Parmi ces bactéries, les genres Nostoc et Anabaena peuvent s’associer aux végétaux et 
Rhizobia Plantes hôtes 
Rhizobium meliloti Luzerne (Medicago), Melilotus, et Trigonella sp. 
Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii Trèfle (Trifolium sp.) 
Rhizobium leguminosarum bv. Phaseoli Haricôt (Phaseolus vulgaris) 
Rhizobium loti Lotier (Lotus sp.) 
Rhizobium sp. souche NGR234 Légumineuses tropicales (large spectre) et Parasponia (non-
légumineuse) 
Rhizobium tropici Haricôt (Phaseolus vulgaris), Faux Mimosa (Leucaena sp.), 
Macroptilium sp. 
Rhizobium etli Haricôt (Phaseolus vulgaris). 
Rhizobium fredii Soja (Glycine max), Glycine soja, et d'autres légumineuses. 
Bradirhizobium japonicum Soja (Glycine max), Glycine soja, et d'autres légumineuses. 
Bradirhizobium elkanii Soja (Glycine max), Glycine soja, et d'autres légumineuses. 
Bradyrhizobium sp. souche Parasponia Parasponia sp. 
Azorhizobium caulinodans Sesbania sp. 
    
Tableau 1. Exemples d’associations rhizobium-légumineuses. 




présentent un très large spectre d’hôtes : algues, bryophytes, ptéridophytes, gymnospermes et 
angiospermes (Franche et al, 2009). Dans des conditions de carence azotée, elles peuvent se 
différencier en cellules spécialisées appelées hétérocystes. Cette différentiation est associée à 
une réduction de l’activité photosynthétique, et à la création d’un environnement anaérobique, 
nécessaire au bon fonctionnement de leur nitrogénase. Le type d’associations symbiotiques 
avec les plantes hôtes peut être extracellulaire ou intracellulaire, mais ces bactéries 
n’induisent pas la différenciation d’organes spécifiques. 
Enfin, certaines bactéries endophytiques sont capables de fixer l’azote atmosphérique 
et ont des effets positifs sur la croissance des plantes, et sur la résistance à certaines maladies 
(Franche et al, 2009). Les espèces du genre Azospirillum sont des bactéries rhizosphériques 
associées à une grande variété de végétaux, comprenant des plantes d’intérêts agronomiques 
comme le blé, le riz ou encore le maïs (Steenhoudt and Vanderleyden, 2000). Bien qu’il ait 
été montré pour certaines souches d’Azospirillum qu’elles peuvent coloniser les espaces 
intercellulaires de l’épiderme racinaire, aucune structure symbiotique n’a été observée. 
1. 3  La symbiose Rhizobium-légumineuses 
1.3. 1 Les légumineuses modèles 
Les légumineuses d’intérêts agronomiques sont généralement des systèmes difficiles 
d’utilisation en tant que plantes modèles (Udvardi et al., 2005). En effet, certaines 
légumineuses cultivées sont tétraploïdes (e.g. cacahuète), d’autres ont de grands génomes 
(e.g. pois, fève), et beaucoup d’entre elles sont récalcitrantes à la transformation ou difficiles à 
régénérer (e.g. haricot, pois, soja). La plupart des légumineuses à grains produisent peu de 
graines par plante, et ont un système végétatif volumineux et encombrant pour pouvoir être 
cultivées dans des conditions de laboratoire (e.g. pois chiche, vigne, haricot, soja). De plus 
certaines légumineuses comme le soja ont subi des duplications de génomes, alors que 
d’autres sont auto-incompatibles, ou ont des temps de génération assez longs. Dans ce 
contexte, deux légumineuses de la sous-famille des Papilionoideae, Lotus japonicus (lotier) et 
Medicago truncatula, font l’objet de modèles d’étude. Ces deux plantes modèles ont été 
choisies pour la petite taille de leur génome (entre 470 et 550 Mb), leurs caractères diploïdes 
et autogames, et leur faible encombrement spatial. De plus, dans le but de faciliter les études 
moléculaires sur ces deux plantes, de nombreux outils génétiques et génomiques ont été 
générés (Tableau 2). Des études de comparaison des génomes de Medicago truncatula et 
Lotus japonicus ont mis en évidence la présence de nombreuses régions synténiques entre ces 
Sites internet sur les données génomiques des légumineuses modèles 
Séquences génomiques de Medicago 
Medicago Genom Sequence Resources http://www.medicago.org 
TIGR Medicago Databse http://www.tigr.org/tdb/e2k1/mta1 
Universitiy of Oklahoma Sequencing Project http://www.genome.ou.edu/medicago.html 
European Medicago Genome Database http://mips.gsf.de/proj/plant/jsf/medi/index.jsp 
Sites de génomique fonctionnelle chez Medicago 
Noble foundation Medicago Gene Expression Atlas http://bioinfo.noble.org/gene-atlas/ 
Noble foundation Medicago Mutant Database http://bioinfo4.noble.org/mutant/ 
Noble Foundation Medicago Metabolic Pathways http://mediccyc.noble.org/ 
Medicago Handbook http://www.noble.org/MedicagoHandbook/ 
Sites de génomique comparative de légumineuses 
Legume Information System (LIS) http://www.comparative-legumes.org/ 
INRA/CNRS Integrative Legume Resources http://www.legoo.org/ 
Legume Genome Website Links at US http://www.comparative-legumes.org/lis/lis_links.html 
Autres sites internet 
Lotus japonicus Genome Browser http://www.kazusa.or.jp/lotus/ 
Lotus japonicus Legume Base http://www.shigen.nig.ac.jp/bean/lotusjaponicus/top/to
p.jsp 
Phytozome Glycine max Genome http://www.phytozome.net/soybean 
Soybase and Soybean Breeders Toolbox http://soybase.org/ 
Tree and Life: Fabaceae http://www.tolweb.org/Fabaceae 
International Legume Database http://www.ildis.org 
    
Tableau 2. Outils génomiques disponibles sur internet pour Medicago truncatula et d’autres légumineuses 
modèles. 




deux espèces (Udvardi et al., 2005; Cannon et al., 2006; Young et al., 2011) (Figure 3). En 
outre, ces deux plantes ont des modes de développement nodulaires différents qui peuvent 
rendre leurs études complémentaires. Ces deux modes de développement sont expliqués de 
manière plus détaillée dans la partie 1.3.3. 
1.3. 2 La plante modèle Medicago truncatula 
Medicago truncatula s’apparente à la plante fourragère Medicago sativa (luzerne), et 
fait partie de l’espèce des Trifolieae. C’est la légumineuse modèle choisie par le Laboratoire 
des Interactions Plantes-Microorganismes. Son génome est composé de huit groupes de 
liaison (chromosomes), et sa couverture de séquençage est estimée à près de 95% (Young et 
al., 2011). De plus, de nombreuses ressources génétiques et génomiques sont disponibles. En 
effet des populations de mutants Tnt1 (Tadege et al., 2008), FNB (Fast Neutron 
Bombardment) (Starker et al., 2006), et TILLING (Le Signor et al., 2009) permettent 
d’étudier des gènes impliqués dans la nodulation par génétique directe ou inverse. D’un point 
de vue génomique, près de 250 000 EST (Expressed Sequence Tags) ont été déposés dans 
Genbank. Des données de transcriptomique provenant de micro-arrays (Benedito et al., 2008; 
Moreau et al., 2011) ou de séquençage d’ARNs (Pascal Gamas, communication personnelle), 
ainsi que des données de protéomique (Rose et al., 2012), ont de plus été générées ces 
dernières années. En ce qui concerne Sinorhizobium meliloti, son symbiote, le génome est 
entièrement séquencé (Barnett et al., 2001; Galibert et al., 2001), et de nombreux mutants 
défectifs à différentes étapes de l’interaction symbiotique sont disponibles. 
1.3. 3 La nodulation 
L’association symbiotique entre les rhizobia et les légumineuses aboutit à la formation 
d’un nouvel organe, le nodule, dans lequel les bactéries différenciées en bactéroïdes sont 
internalisées dans des compartiments intracellulaires appelés symbiosomes. Les nodules et les 
symbiosomes associés sont les structures qui permettent une fixation azotée optimale 
(Oldroyd et al., 2011). En effet, dans ces structures, la plante maintient un environnement 
dans lequel la pression partielle en oxygène est suffisamment faible pour permettre 
l’expression et l’activité de la nitrogénase, et donc la fixation azotée. Dans ce processus, une 
enzyme de la plante hôte joue un rôle clé, la leghémoglobine. Cette enzyme est exprimée dans 
le cytoplasme des cellules contenant les bactéroïdes. Elle permet à la fois de tamponner la 
concentration en oxygène libre (7-11 nM) pour le maintient de l’activité nitrogénase, et de 
transporter l’oxygène pour une respiration bactérienne optimale (Downie, 2005). 
Figure 3. Relations de synténie entre les génomes de Medicago truncatula et de Lotus japonicus. 
Chaque point noir représente l’homologie la plus proche après un BLASTP entre une paire de gènes de 
Medicago truncatula et Lotus japonicus. Les points rouges montrent les régions de synténie entre les deux 
génomes analysés. Une vue d’ensemble de la synténie est représentée sur la droite de la figure, entre les 
chromosomes Mt5/Mt8 et Lj2. Les lignes nuancées du bleu au jaune indiquent les « E-values » ; bleu pour la 
meilleure correspondance (E-value = 0) et jaune pour la moins bonne (E-value = 0.01). 




Alors que dans la plupart des cas, les nodules sont des organes racinaires (e.g. Lotus 
japonicus, Medicago truncatula), on trouve également des nodules caulinaires comme dans le 
cas de l’association entre Sesbania rostrata et Azorhizobium caulinodans (Goormachtig et al., 
1998). Cet exemple de nodulation ne sera pas détaillé par la suite. 
L’entrée des bactéries dans les cellules de l’hôte nécessite la reconnaissance de 
molécules signales bactériennes appelées facteurs Nods, et cette reconnaissance active une 
série de changements développementaux chez la plante. Une réorientation de la croissance du 
poil absorbant permet la formation d’une structure communément appelée « crosse de 
berger », puis une invagination de la membrane du poil absorbant est associée à l’infection 
bactérienne. De manière concomitante à l’infection dans l’épiderme racinaire, les cellules 
corticales entrent en divisions pour permettre l’organogénèse nodulaire. Le nodule mature est 
la structure qui permet la fixation de l’azote par les rhizobia. Les grandes étapes de formation 
du nodule sont détaillées ci-dessous. 
i. L’infection bactérienne 
L’infection rhizobienne peut se produire via les poils absorbants racinaires, via des 
lésions dans l’épiderme racinaire, ou via des infections interstitielles entre les cellules 
épidermiques (Oldroyd and Downie, 2008). Cependant le mode d’infection le plus commun 
est la formation de cordons d’infections dans les poils absorbants en croissance, qui sera plus 
détaillé par la suite. 
L’attachement des bactéries aux poils absorbants racinaires constitue la première étape 
de leur association avec la plante hôte. Afin d’éviter d’éventuelles compétitions avec d’autres 
bactéries et d’optimiser l’infection, les rhizobia ont développé une capacité spécifique 
d’interaction avec les poils absorbants.  En effet, elles présentent à leur surface des 
polysaccharides spécifiques appelés glucomannanes qui peuvent se lier aux lectines de plantes 
exprimées à proximité de l’apex du poil absorbant (De Hoff et al., 2009). Il a ainsi été montré 
que des souches mutantes de Rhizobium leguminosarum qui ne produisent pas de 
glucomannanes ne peuvent plus infecter le pois lorsqu’on les co-inocule avec des rhizobia 
sauvages (Laus et al., 2006). Cependant, aucune liaison directe entre les lectines et les 
glucomannanes n’a pu être mise en évidence lors de cette symbiose. 
Suite à l’attachement des bactéries, on observe une déformation des poils absorbants. 
Cette déformation se traduit généralement par un gonflement dans la partie apicale du poil, 
Figure 4. Croissance du cordon d’infection et invasion bactérienne des cellules hôtes. 
(A- C) Trois stades successifs de croissance du cordon d’infection dans un poil absorbant. Les bactéries expriment la 
cCFP (magenta). L’auto-fluorescence de la paroi cellulaire est visualisée en rouge. (A) A ce stade de développement, il 
y a très peu de bactéries dans le cordon d’infection, et quelques espaces vides sont visibles dans la file de bactéries, que 
l’on retrouve dans des stades de croissance du cordon plus avancés (B, C). Barres = 10µm. (D) Représentation 
schématique de la croissance du cordon d’infection dans le poil absorbant chez M. truncatula. La croissance polaire de 
l’enveloppe apoplastique crée un espace en face des premières bactéries du cordon d’infection (1, 3). Le glissement des 
bactéries le long du cordon d’infection ainsi que les divisions cellulaires à différentes positions du cordon d’infection 
contribuent à la colonisation du cordon (2, 3). Un pont cytoplasmique épais connecte l’apex du cordon au noyau en 
migration (1, 3). Il est supposé que le noyau dicte la croissance du cordon d’infection. De ce fait, en fonction du stade 
de croissance du cordon, la distance cordon-noyau est variable, et l’éloignement du noyau se traduit généralement par 
un affinement du pont cytoplasmique (2). A un stade plus avancé de l’infection, les bactéries se divisent radialement (3, 
4), et la surface du cordon devient irrégulière et plus épaisse (4). De plus la position du noyau ne précède plus le 
cordon d’infection. Gris foncé, noyau ; vert clair, ponts cytoplasmiques ; vert foncé, membrane plasmique ; gris clair, 
paroi cellulaire ; jaune, matrice du cordon d’infection ; magenta, bactéries. (E) Réorganisation du cytosquelette dans les 
cellules du cortex externe et formation du cordon de pré-infection.  La file de bactérie (bleu) présente dans le cordon 
d’infection suit le cordon de pré-infection formé par le cytosquelette (vert). Barres = 15µm. (F) Représentation 
schématique de l’invasion intracellulaire et de la différentiation des symbiosomes. BT, bactéroïdes ; SM, membrane du 
symbiosome ; EPB, espace péri-bactéroïdien ; RE, réticulum endoplasmique. 




accompagné d’une courbure qui aboutit à la formation d’une structure en « crosse de berger », 
dans laquelle les bactéries sont piégées, formant une « poche d’infection ». Les rhizobia 
piégées continuent de se diviser et s’accumulent sous la forme de micro-colonies (Oldroyd et 
al., 2011). Il s’en suit une dégradation localisée de la paroi cellulaire végétale nécessaire à 
l’initiation du cordon d’infection. Cette dégradation de la paroi est probablement la 
conséquence de l’action d’enzymes à la fois bactériennes et végétales (Oldroyd et al., 2011). 
De manière intéressante, plusieurs gènes de légumineuses codant pour des enzymes de 
dégradation de la paroi, comme des pectine-méthylestérases (Lievens et al., 2002) ou des 
poly-galacturonases (Munoz et al., 1998), sont induits au cours de l’infection. De plus, 
l’action d’une pectate lyase (LjNPL) a été montrée comme essentielle dans le processus 
d’infection chez le lotier, et des plantes mutées sur le gène LjNPL présentent un arrêt de 
l’infection au stade de micro-colonies. Ces données confirment que la dégradation des parois 
cellulaires végétales est requise pour l’infection pendant l’initiation de l’interaction 
symbiotique rhizobium-légumineuses (Xie et al., 2012). 
Le noyau du poil absorbant migre à proximité de la micro-colonie, et le cytosquelette 
s’aligne le long du poil absorbant sous forme de pont cytoplasmique, induisant une structure 
de pré-infection (Timmers, 2008). Cette structure permet le processus d’invagination de la 
membrane plasmique du poil absorbant, et guide la croissance interne du cordon d’infection. 
Cette croissance soutenue du cordon d’infection requiert une déposition permanente de 
matériel membranaire et pariétal, transporté par des vésicules issues de l’appareil de Golgi, au 
niveau de l’extrémité du cordon d’infection. Le transport de ces vésicules vers l’extrémité du 
cordon d’infection est assuré par des filaments de F-actine. De plus le noyau du poil absorbant 
précède la croissance du cordon d’infection, et est lié à l’extrémité de ce dernier. Il permet 
ainsi de dicter la direction de croissance du cordon  à travers le poil absorbant (Fournier et al., 
2008), et son positionnement est également stabilisé par des filaments d’actine. La croissance 
du cordon d’infection est un processus discontinu dirigé par la plante (Figure 4).  
Lorsque le cordon d’infection atteint la base du poil absorbant, le noyau de la cellule 
corticale adjacente se repositionne, et induit la formation d’une nouvelle structure de pré-
infection dans cette cellule (Timmers et al., 1999) (Figure 4E). Cette structure est alignée avec 
le cordon d’infection en croissance dans le poil absorbant, et une nouvelle dégradation 
localisée de la paroi cellulaire végétale permet au cordon de poursuivre sa croissance à travers 
le cortex sur le point d’être traversé. 
Figure 5. Deux types de nodules matures. 
(A) Représentation schématique de nodules indéterminés et déterminés. (B) Coupe longitudinale d’un nodule 
indéterminé mature de Medicago sativa, montrant la différentiation en cinq zones : la zone méristématique (I), la zone 
d’infection (II), la zone de fixation (III), la zone de sénescence (IV), et la zone saprophytique (V). Barre = 50µm. (C) 
Coupe transversale de nodule déterminé mature de Lotus japonicus montrant une organisation homogène avec une 
zone unique de fixation. Barres = 50 µm (B), 1mm (C). 




ii. L’organogénèse nodulaire 
De manière concomitante à l’infection dans les poils absorbants, les cellules du cortex 
racinaire se dédifférencient et subissent des cycles de mitoses menant à la formation d’un 
primordium nodulaire (Brewin, 1991; Patriarca et al., 2004).  
Il existe deux types majeurs de morphologie nodulaire chez les légumineuses. Les 
légumineuses tempérées (pois, luzerne, trèfle…) forment généralement des nodules 
indéterminés, alors que les légumineuses tropicales (soja, haricot…) forment des nodules 
déterminés. Les différences entre ces deux types de nodules sont liées aux sites des premières 
divisions cellulaires associées au primordium nodulaire, au maintient d’une région 
méristématique, et à la forme des nodules matures (Ferguson et al., 2010) (Figure 5). Les 
nodules indéterminés (e.g. Medicago truncatula) ont un méristème actif persistant, ce qui leur 
confère une forme allongée et cylindrique. Les nodules déterminés (e.g. Lotus japonicus) ont 
un méristème non persistant, leur conférant une forme sphérique. Ces deux types de nodules 
sont issus de deux processus développementaux différents au niveau racinaire. Les nodules 
indéterminés sont formés à partir des cellules du péricycle et du cortex interne, alors que les 
nodules à croissance déterminée proviennent des cellules du cortex moyen ou du cortex 
externe (Oldroyd and Downie, 2008).  
Chez Medicago sp., les premières divisions cellulaires se produisent dans le péricycle 
entre 16 et 18 heures après inoculation. Elles sont constituées de divisions anticlinales, puis 
périclinales, et permettent la formation d’un péricycle à deux assises cellulaires qui serait à 
l’origine de la vascularisation du futur nodule (Kondorosi et al., 2005). Il a été observé chez 
Medicago sativa que les premières divisions des cellules du cortex interne apparaissent entre 
18 et 24 heures après inoculation (Timmers et al., 1999) (Figure 6). Ces divisions vont induire 
la formation du primordium initial. Une activation des cellules du cortex moyen et externe 
débute immédiatement après la formation du primordium initial (entre 24 et 48 heures après 
inoculation) (Figure 6). Le primordium nodulaire est ainsi formé à partir du primordium 
initial et des divisions cellulaires du cortex moyen et externe (Timmers et al., 1999). Les 
cordons d’infection en croissance atteignent les cellules du cortex interne en division, alors 
que les cellules du cortex moyen et externe forment le méristème nodulaire. L’utilisation de 
mutants bactériens affectés dans l’infection n’abolit pas la formation du méristème nodulaire 
(Ferguson et al., 2010), ce qui laisse supposer que les cellules du cortex interne en divisions 
servent de réceptacles aux cordons d’infections pendant la formation du méristème nodulaire. 
Figure 6. Formation du primordium nodulaire. 
(A, B) Activation du cortex interne et formation du primordium initial. (A) Coupe transversale de racines de Medicago 
sativa montrant les divisions cellulaires anticlinales (têtes de flèches noires) et périclinales (flèches blanches) dans le 
cortex interne. (B) Coupe longitudinale montrant les divisions anticlinales (têtes de flèches) dans le cortex racinaire 
interne. e, endoderme ; c, cortex racinaire. Barres = 25µm. (C, D) Formation du primordium. (C) Coupe longitudinale 
de racine montrant l’activation (organisation isodiamétrique du cytoplasme autour du noyau) (têtes de flèches), et la 
division (flèches) des cellules corticales adjacentes au primordium initial (astérisque). Etoile, péricycle ; e, endoderme. 
(D) Coupe longitudinale montrant un primordium nodulaire chez Medicago sativa. Barres = 25µm. 




De plus, l’étude de mutants défectifs dans la nodulation a permis de montrer que les réponses 
épidermiques et corticales peuvent être séparées : l’infection bactérienne peut se produire en 
absence d’organogénèse nodulaire (Murray et al., 2007b), et inversement, l’organogénèse 
nodulaire peut se produire en absence d’infection bactérienne (Tirichine et al., 2006b; 
Tirichine et al., 2006a; Tirichine et al., 2007), suggérant l’existence d’un signal entre 
l’épiderme racinaire et les couches plus internes, signal non connu à ce jour.  
Bien qu’il n’y ait pas d’évidence expérimentale concernant la provenance des 
différents tissus nodulaires, il est très probable que ceux-ci dérivent de l’activité 
méristématique du nodule. Le nodule mature est composé de tissus périphériques et centraux 
(Figure 5). La région périphérique est composée, de l’extérieur vers l’intérieur, du cortex 
externe, de l’endoderme, et du cortex interne (parenchyme nodulaire), qui contient les 
faisceaux vasculaires (Patriarca et al., 2004). La région centrale du nodule indéterminé est 
différenciée en quatre ou cinq zones, selon l’âge du nodule : 
- La zone méristématique (zone I) est composée de petites cellules riches en 
cytoplasme. 
- La zone d’infection (zone II) est constituée d’une quinzaine d’assises cellulaires 
(Vasse et al., 1990). C’est dans cette zone que les bactéries sont relâchées depuis les 
cordons d’infection, et sont internalisées dans le cytoplasme des cellules végétales par 
un processus d’endocytose. Dans la partie distale, les cellules végétales envahies 
subissent une différentiation morphologique, passant par des cycles 
d’endoréduplication et un élargissement des cellules (Foucher and Kondorosi, 2000), 
pour devenir quasi sphériques dans la partie proximale (Timmers et al., 1998). Les 
rhizobia internalisés dans les cellules de l’hôte sont appelés bactéroïdes. La vésicule 
qui contient les bactéroïdes est appelée symbiosome. Au cours de cette différenciation, 
les bactéroïdes s’agrandissent d’environ 30 fois et deviennent plus allongés.  
- L’interzone II-III s’étend sur une à trois assises cellulaires (Vasse et al., 1990). Dans 
cette zone, les cellules envahies sont remplies d’amyloplastes. Avec le cortex 
nodulaire, cette zone constitue une barrière étanche qui empêche la diffusion 
d’oxygène vers la zone de fixation (Soupene et al., 1995). 
- La zone de fixation (zone III) est composée de cellules géantes polyploïdes en phase 
terminale de différenciation, et qui possèdent une grande vacuole centrale. Ces cellules 
sont remplies de bactéroïdes disposés perpendiculairement à la membrane des cellules 
Figure 7. Schéma représentatif des différentes étapes de la nodulation.  
L’ordre chronologique des processus développementaux menant à la formation du nodule mature est indiqué par des 
numéros. NF, facteurs Nods ; IZ, interzone II-III. 




végétales (disposition en rayons de bicyclette) (Timmers et al., 1998). C’est dans cette 
zone qu’a lieu la conversion du diazote (N2) en ammonium. La disposition des 
bactéroïdes en rayons de bicyclette est progressivement perdue dans la partie 
proximale de la zone III. De plus, les cellules non-envahies sont petites et diploïdes 
(Timmers et al., 1998). 
- La zone de sénescence (zone IV) comprend les cellules de l’hôte et les cellules 
bactériennes en fin de cycle qui dégénèrent (Timmers et al., 1998). 
- La zone saprophytique (zone V) est présente dans des nodule âgés de plus de 6 
semaines (Timmers et al., 2000). Elle contient des bactéries non-différenciées libérées 
des cordons d’infection restants, qui envahissent les cellules sénescentes du nodule. 
Cette zone constituerait une niche écologique où les bactéries vivraient comme des 
organismes saprophytes. 
De manière intéressante, il a été récemment montré que le processus de différentiation 
des bactéroïdes dans les nodules indéterminés est dicté par la production chez l’hôte de 
peptides anti-microbiens appelés NCRs (Nodule-specific Cystein Rich) spécifiquement 
exprimés dans les cellules symbiotiques (Van de Velde et al., 2010). Ces peptides ciblent les 
bactéries et provoquent chez elles une amplification du génome, une forte élongation 
cellulaire, une perméabilité membranaire accrue, et une perte de la capacité de division 
cellulaire. Il a ainsi été proposé que les NCR interfèrent avec le métabolisme bactérien dans le 
but d’optimiser la fixation azotée. 
Finalement, la structure du nodule mature confère un environnement favorable au bon 
fonctionnement de la symbiose Rhizobium-légumineuses. Il a été montré en particulier que 
l’organisation tissulaire du cortex nodulaire confère un environnement de micro-aérobie 
approprié à l’activité de la nitrogénase (Minchin, 1997). 
Une reproduction schématique du processus de nodulation dans le temps est présentée 
dans la Figure 7. 
2. Bases moléculaires de la symbiose Rhizobium-légumineuses 
L’établissement de la symbiose entre les rhizobia et les légumineuses requiert un 
échange de signaux entre la plante hôte et la bactérie symbiotique (Figure 8). Les rhizobia 
peuvent percevoir des composés phénoliques présents dans les exsudats racinaires appelés 
Figure 8. Dialogue moléculaire initiant la symbiose Rhizobium-légumineuses. 
(A) (1) Les racines de la plante hôte sécrètent des flavonoïdes. (2) Les flavonoïdes sont perçus par les rhizobia, activant 
la protéine NodD responsable de la régulation positive de l’expression des gènes nod bactériens. (3) Les rhizobia 
sécrètent en retour des facteurs Nods. (4) Les facteurs Nods sont perçus par la plante au niveau des poils absorbants 
racinaires et activent l’initiation du programme symbiotique. (B) Structure du facteur Nod majoritaire sécrété par 
Sinorhizobium meliloti. Le squelette de N-acétylglucosamine et le groupement N-Acyl (ii) sont communs à tous les 
facteurs Nods. La protéine NodL est responsable de l’ajout du groupement O-acétyl (i), et la protéine NodF est 
responsable de l’ajout du groupement acyl (ii). La présence du groupement O-sulfate (iii) est essentielle à la spécificité 
d’hôte de ce facteur Nod. (C) Structure de la lutéoline, flavonoïde sécrété par Medicago truncatula. 




flavonoïdes.  Ceux-ci sont en partie responsables de la spécificité d’interaction symbiotique, 
puisque chaque espèce de rhizobium répond à des flavonoïdes spécifiques. La perception des 
flavonoïdes attire les bactéries par chimiotactisme vers la racine de la plante hôte, et active 
l’expression des gènes nod bactériens. Ces gènes sont à l’origine de la production et de la 
secrétion de lipo-chitooligosaccharides appelés facteurs Nods (NFs). Au même titre que les 
flavonoïdes, les NFs jouent un rôle clé dans la spécificité d’interaction (Denarie et al., 1996) 
et leurs structures moléculaires sont dépendantes de la souche productrice. Il est tout de même 
intéressant de noter que certaines souches de Bradyrhizobium pouvant induire le 
développement nodulaire ne possèdent pas dans leur génome de gènes nodABC requis pour la 
biosynthèse des NFs (Giraud et al., 2007). Les rhizobia concernés utilisent un mode 
d’infection rudimentaire, appelé « crack entry », au cours duquel les bactéries pénètrent dans 
les tissus racinaires internes via des blessures généralement causées par l’émergence de 
racines latérales. Ce cas de figure reste néanmoins une exception. Le plus souvent, les NFs 
sont reconnus par la plante au niveau des poils absorbants racinaires, induisant une cascade de 
signalisation responsable de l’initiation du programme développemental à l’origine de la 
formation du nodule. 
2. 1  Les flavonoïdes 
Les flavonoïdes sont des métabolites secondaires synthétisés à partir des voies des 
phénylpropanoïdes et de l’acétate-malonate (Cooper, 2007). De plus, ils partagent leurs 
précurseurs avec ceux de la voie de biosynthèse des lignines. A ce jour, plus de 10 000 
flavonoïdes différents ont été identifiés chez les plantes (Ferrer et al., 2008). Leur diversité 
provient de la génération d’un grand nombre de structures basales incluant les flavones, les 
flavonoles, les flavan-3-ols, les flavonones, les isoflavonoïdes, les isoflavanes et les 
ptérocarpanes (Figure 9). Le squelette flavonoïdique peut de plus être modifié par 
glycosylation, malonylation, méthylation, hydroxylation, acylation, prénylation, ou 
polymérisation, ce qui apporte une grande diversité de produits finaux. Ces substitutions ont 
des effets importants sur la solubilité, la mobilité, la dégradation, et la fonction des 
flavonoïdes. En ce qui concerne leurs rôles au cours de l’interaction rhizobium-légumineuses, 
les flavonoïdes activent ou inhibent l’expression des gènes nod ainsi que d’autres gènes 
rhizobiens, ils attirent les rhizobia par chimiotactisme, et ils déterminent la spécificité d’hôte 
(Cooper, 2004). 
Figure 9. Les branches majeures de la voie de biosynthèse des flavonoïdes. 
Certaines enzymes essentielles sont mentionnées en caractères gras et en abréviations. CHS, chalcone synthase ; DFR, 
dihydroflavonol 4-réductase ; FLS, flavonol synthase ; IFS, isoflavone synthase ; IFR, isoflavone réductase ; LCR, 
leucoanthocyanidine réductase ; VR, vestitone réductase. Les classes de produits finaux majeurs sont encadrées. 




Le rôle des flavonoïdes dans le contrôle de l’expression des gènes nod rhizobiens a été 
largement étudié. La perception des flavonoïdes par les rhizobia est liée à une augmentation 
de la concentration en calcium intracellulaire, permettant l’activation de la protéine NodD et 
de l’expression subséquente des gènes nod (Moscatiello et al., 2010). Au cours de ce 
processus, la protéine NodD bactérienne agit à la fois comme un récepteur des flavonoïdes, et 
un activateur transcriptionnel des gènes nod (Li et al., 2008; Hassan and Mathesius, 2012). 
NodD fait partie de la famille des régulateurs transcriptionnels de type LysR. En réponse à 
des flavonoïdes appropriés, cette protéine peut se lier à des séquences d’ADN spécifiques 
appelées « nod boxes », que l’on retrouve dans les régions promotrices des gènes nod. Cette 
liaison faciliterait l’accès de l’ARN polymérase et augmenterait l’activité transcriptionnelle 
des gènes nod sur le site promoteur où NodD est présent (Peck et al., 2006). Les premiers 
flavonoïdes ayant été montré comme jouant un rôle inducteur de l’expression des gènes nod 
sont les lutéolines (Figures 8C et 9), isolées chez Medicago sativa, et les DHF 
(dihydroxyflavones), isolées chez Trifolium repens (Peters et al., 1986; Redmond et al., 
1986). Depuis, de nombreux autres flavonoïdes ont été impliqués dans ce processus (Cooper, 
2004). La présence d’un mélange spécifique de flavonoïdes dans les exsudats racinaires de 
légumineuses ainsi que la perception de ces flavonoïdes par les protéines NodD des différents 
rhizobia jouent également un rôle dans la spécificité d’hôte (Hassan and Mathesius, 2012). De 
manière intéressante, certains flavonoïdes induisent la répression de l’expression des gènes 
nod. C’est par exemple le cas de la médicarpine (Figure 9) et du coumestrole qui contrôlent 
négativement la production de NFs chez Sinorhizobium meliloti (Hassan and Mathesius, 
2012). On pense que l’activation et la répression des gènes nod sont deux mécanismes 
importants pour le maintient d’une production de NFs en quantité optimale, et empêchent les 
réponses de défense chez la plante hôte. 
2. 2  Les facteurs Nods 
Les facteurs Nods sont des molécules symbiotiques de nature lipo-
chitooligosaccharidique (LCO) produits par les rhizobia (Lerouge et al., 1990). Ils consistent 
en un squelette oligomérique de chitine, constitué de résidus N-acétyl-D-glucosamine 
(GlcNAc) liés en β-1,4. Une chaine d’acide gras est ajoutée à l’extrémité non-réductrice de 
l’oligomère de chitine par N-acylation (Denarie et al., 1996). Les variations dans la structure 
des NFs proviennent de différentes sources : la longueur du squelette oligosaccharidique 
(entre deux et six résidus GlcNAc), le type d’acide gras ajouté à l’extrémité non-réductrice 
Figure 10. Biosynthèse et transport des facteurs Nods. 
Les protéines NodC, NodB, et NodA sont au cœur de la voie de biosynthèse des facteurs Nods. En fonction de la 
souche de Rhizobium, différentes modifications souches-spécifiques sont catalysées par des transférases. Ces 
transférases peuvent interférer à n’importe quelle étape de la voie NodCBA. Comme exemples, la fucosyltransférase 
NodZ (R6) agit en aval de NodC ; la méthyltransférase NodS (R2) et l’acétyltransférase NodL (R5) agissent en aval de 
NodB ; la sulphyltransférase NodH (R6) agit en aval de NodA. Une fois que la synthèse des facteurs Nods est achevée, 
les LCOs sont sécrétés par un complexe protéique impliquant NodI et NodJ. 




(saturé, mono-insaturé, ou poly-insaturé), et le nombre et les types de décorations portées par 
la molécule (e.g. acétyle, arabinosyle, fucosyle, mannosyle, sulfate, etc…) (Perret et al., 
2000a). La structure du NF majoritaire de Sinorhizobium meliloti est décrite dans la figure 8B. 
L’organisation, la régulation, et la fonction des gènes nod impliqués dans la synthèse 
des NFs ainsi que dans leurs structures et leurs propriétés ont été largement étudiées. Ils sont 
divisés en deux classes distinctes. Les gènes nodABC, également appelés gènes structuraux, 
sont communs à tous les rhizobia, et sont responsables de la synthèse du squelette lipo-
chitooligosaccharidique (Denarie et al., 1996) (Figure 10, Tableau 3). Le gène nodC code 
pour une N-acetyl-glucosaminyl transférase responsable de la première étape d’assemblage 
des GlcNAc. Son rôle est de former la chaîne chitooligosaccharidique à partir du précurseur 
UDP-GlcNAc. Ensuite le sucre de l’extrémité non-réductrice de l’oligomère de GlcNAc est 
N-dé-acétylé par le produit du gène nodB. Finalement, le carbone C-2 de l’extrémité non-
réductrice de l’oligomère est acylé par le produit du gène nodA. Alors que les gènes nodABC 
sont absolument requis pour la synthèse de dimères, trimères, tétramères ou pentamères de 
chitine, les gènes nod non-communs sont impliqués dans la décoration des LCOs. Le tableau 
3 résume les fonctions biochimiques des produits des gènes nod dans la synthèse et le 
transport des NFs.  
Toutes les souches de rhizobium ne produisent pas qu’un seul type de NF mais un 
cocktail de molécules différentes. De manière fréquente, les NFs d’une souche donnée ont 
plusieurs N-acylations différentes au niveau de l’extrémité non-réductrice (Denarie et al., 
1996). On pense que ces variations sont causées par la relativement faible spécificité de 
l’enzyme NodA chez certaines espèces. Chez Rhizobium sp. NGR234, les NFs produits ont 
zéro, un ou deux groupements carbamoyls, ainsi qu’un acide gras palmitoylique ou 
stéaroylique à l’extrémité non-réductrice. De plus, l’extrémité réductrice peut avoir plusieurs 
décorations différentes (le groupement 2-O-méthylfucosyle peut être non-décoré, sulfaté ou 
acétylé) (Mergaert et al., 1997). Il a été proposé que cette diversité de structures contrôle 
l’inhabituel large spectre d’hôtes de la souche NGR234. Cependant, même si l’on dispose de 
beaucoup d’informations quant à l’influence de la structure des NFs sur la spécificité d’hôte, 
il n’y a pas de corrélation stricte entre les types de LCOs produits par les rhizobia et les 
plantes que ceux-ci nodulent. Par exemple, bien que les NFs produits par Rhizobium etli et 
Rhizobium loti soient identiques, les deux espèces ont des spectres d’hôtes distincts 
(Phaseolus sp. et Lotus sp., respectivement) (Perret et al., 2000). A l’inverse, Rhizobium 
Gène nod Espèce Fonction  
Régulation de l'expression des gènes nod 
nodD Commun Régulateur transcriptionnel de type LysR 
nodV Bj Récepteur à double-composantes 
nodW Bj Récepteur à double-composantes 
nolA Bj Régulateur transcriptionnel de type MerR 
nolR Rm Régulateur transcriptionnel de type LysR 
syrM Rm Régulateur transcriptionnel de type LysR 
Synthèse du squelette oligosaccharidique 
nodM Rm, Rlv, Rlt D-glucosamine synthase 
nodC Commun UDP-GlcNAc transférase 
nodB Commun Dé-N-acétylase 
N-substitutions à l'extrémité non-réductrice 
nodE Rm, Rlv, Rlt β-kétoacyl synthase 
nodF Rm, Rlv, Rlt Transporteur de groupement acyl 
nodA Commun N-acyltransférase 
nodS Rn, Rt, Ac, Bj, Rf S-adénosyl méthionine méthyltransférase 
O-substitutions à l'extrémité non-réductrice 
nodL Rm, Rlv, Rlt 6-O-acétyltransférase 
nodU Rn, Rt, Ac, Bj, Rf 6-O-carbamoyltransférase 
O-substitutions à l'extrémité réductrice 
nodP Rm, Rt ATP sulfurylase 
nodQ Rm, Rt ATP sulfurylase, APS kinase 
nodH Rm, Rt Sulfotransférase 
nodZ Bj, Rn Fucosyltransférase 
nodZ Ac Glycosyltransférase 
nolK Ac Sucre épimérase 
nodX Rlv TOM Acétyltransférase 
Sécrétion des facteurs Nods 
nodI Commun Protéine de liaison à l'ATP 
nodJ Commun Protéine membranaire 
nodT Rlv, Rlt Protéine de la membrane externe 
nolFGHI Rm Protéines membranaires 
      
Tableau 3. Fonction biochimique des produits des gènes nod impliqués dans la synthèse et le transport 
des facteurs Nods. 
Ac, Azorhizobium caulinodans ; Bj, Bradirhizobium japonicus ; Rf, Rhizobium fredii ; Rl, Rhizobium loti ; Rlt, 
Rhizobium loti bv trifolii ; Rlv, Rhizobium leguminosarum bv viciae ; Rm, Rhizobium meliloti ; Rn, Rhizobium sp. 
NGR234 ; Rt, Rhizobium tropici. 




tropici et Rhizobium etli nodulent la même plante hôte alors qu’elles produisent des NFs 
sulfatés et acétyfucosylés, respectivement. Ces données montrent que les structures des NFs 
ne peuvent pas expliquer à elles seules la spécificité d’hôtes. Les quantités de NFs secrétés 
par les rhizobia sont également impliquées dans la spécificité d’hôtes. Dans ce sens, il a été 
montré que le transfert des gènes nodSU de la souche NGR234 à la souche de Rhizobium 
fredii USDA257 augmente quantitativement la production de NFs et permet un élargissement 
du spectre d’hôtes de Rhizobium fredii. Ainsi le rôle des NFs dans la spécificité d’hôtes serait 
très probablement une résultante de la structure, de la quantité absolue, et des proportions 
relatives de ces molécules secrétées par les rhizobia (Perret et al., 2000a). 
2. 3  Les réponses de l’hôte aux facteurs Nods 
En fonction du stade de développement des poils absorbants racinaires, on peut définir 
trois zones différentes, réparties de la pointe racinaire vers les parties les plus âgées de la 
racine (Figure 11). La zone I, à proximité de la pointe racinaire, contient les poils absorbants 
en croissance active. La zone II, également appelée « zone de susceptibilité » ou « zone de 
pré-infection », contient les poils absorbants qui initient leur terminaison de croissance. Enfin 
la zone III contient les poils absorbants matures ayant achevé leur croissance. Beaucoup 
d’évènements apparentés aux étapes précoces de la nodulation sont induits par les NFs, 
particulièrement dans la zone de susceptibilité, où les poils absorbants répondent aux NFs des 
rhizobia par des changements morphologiques particuliers (déformations et courbures des 
poils absorbants). En plus des réponses épidermiques, les NFs sont capables dans de 
nombreux cas d’activer la division des cellules corticales, et d’induire la formation de cordons 
de pré-infection. Les réponses racinaires de la plante aux NFs sont détaillées dans cette 
section, et résumées dans la figure 12. 
2.3.1 Flux ioniques et oscillations calciques 
Les toutes premières réponses des poils absorbants aux NFs sont une alcalinisation 
suivie d’une dépolarisation membranaire (Figure 12A). Les mouvements ioniques 
responsables de ces réponses électrophysiologiques ont été suivis dans le temps de manière 
détaillée à l’aide de micro-électrodes sélectives pour les ions Ca2+, K+, et Cl-, chez Medicago 
sativa (Felle et al., 1998, 1999b, a). De manière quasi immédiate, une diminution de la 
concentration en Ca
2+
 dans le milieu de croissance (Felle et al., 1998) est associée à une 
augmentation de sa concentration dans le cytoplasme des poils absorbants racinaires (Felle et 
al., 1999b, a). Cet influx de Ca
2+
 a également été visualisé chez Phaseolus vulgaris (Cardenas 
Figure 11. Développement des poils absorbants racinaires et réponses morphologiques à Rhizobium. 
(A-C) Diagramme montrant la localisation des zones I, II et III de développement des poils absorbants racinaires chez 
Medicago sativa (A). Les réponses des poils absorbants à Sinorhizobium meliloti varient le long d’une racine (B, C). 
Les Had et Hac ne sont visibles que sur les poils en terminaison de croissance (B). (D-G) Architecture des poils 
absorbants en développement chez Medicago truncatula. (D) Poil absorbant en croissance. La région sub-apicale est 
riche en cytoplasme (crochet large) et est occupée à sa base par le noyau. Le reste de la cellule est occupé par la 
vacuole et le cytoplasme cortical. Une région claire (petit crochet) est observée à l’apex du poil, correspondant à une 
zone riche en vésicules provenant du Golgi, et en direction de la membrane plasmique. (E) Poil absorbant en début de 
terminaison de croissance. La vacuole englobe le noyau et progresse vers l’apex du poil, alors que le volume de la 
région riche en cytoplasme (grand crochet) se réduit. La zone claire est encore présente à l’apex du poil (petit crochet). 
(F) Poil absorbant en fin de terminaison de croissance. La vacuole occupe la quasi-totalité du poil. (G) Poil absorbant 
mature. La vacuole occupe tout le volume du poil, et reste entourée par une fine couche de cytoplasme. Le noyau est 
positionné de manière aléatoire. n, noyau ; s, trace cytoplasmique ; v, vacuole. Barres = 20µm. 




et al., 1999) et Medicago truncatula (Shaw and Long, 2003), sous la forme d’une 
augmentation de la concentration en Ca
2+
 cytosolique dans la partie apicale des poils 
absorbants de la zone de susceptibilité (Figure 12A). Felle et al. (1998) ont également mesuré 
une augmentation de la concentration en Cl
-
 dans le milieu de culture quelques millisecondes 
après l’influx calcique, expliquée par un efflux d’ions Cl-. Ensemble, l’influx d’ions Ca2+ et 
l’efflux d’ions Cl- mènent à une dépolarisation membranaire du poil absorbant (Ehrhardt et 
al., 1992; Felle et al., 1995; Kurkdjian, 1995). Suite à cette dépolarisation, des efflux d’ions 
K
+
 associés à l’activité de pompes à protons seraient responsables d’une re-polarisation 
membranaire (Felle et al., 1998). 
Des oscillations calciques dans les poils absorbants racinaires apparaissent environ dix 
minutes après ajout de NFs, et font suite à la dépolarisation membranaire (Ehrhardt et al., 
1996) (Figure 12A). Ces oscillations se produisent à la fois dans le nucléoplasme et dans le 
cytoplasme périnucléaire (Sieberer et al., 2009), et proviendraient de l’enveloppe nucléaire 
(Capoen et al., 2011). Elles ont une périodicité d’une minute (Ehrhardt et al., 1996), et sont 
caractérisées par des pics asymétriques, dont la phase croissante est bien plus rapide que la 
phase décroissante. Une fois initiées, ces oscillations calciques durent généralement entre 20 
et 60 minutes (Esseling et al., 2003). 
2.3.2 Déformation des poils absorbants racinaires 
La déformation des poils absorbants racinaires est la réponse morphologique aux NFs 
la plus précoce (environ 1 heure après ajout de NFs), et concerne particulièrement les poils 
absorbants de la zone de susceptibilité (Figure 13). Chez Vicia sativa, cette déformation se 
traduit par un gonflement isodiamétrique au niveau de l’apex du poil absorbant (Has : Hair 
swelling) (Heidstra et al., 1994) (Figure 13A-E). Chez Medicago truncatula, l’application 
d’un spot de NFs à 1 nM provoque une réorientation de l’axe de croissance du poil absorbant 
en direction du site d’application (Esseling et al., 2003) (Figure 13F-M). De plus, une 
application de NFs répétée dans le temps et de manière très localisée permet d’obtenir des 
courbures de 180 degrés qui ressemblent étroitement aux structures de crosses de berger 
(Esseling et al., 2003) (Figure 13K). Esseling et al. (2003) ont également observé des 
branchements (Hab : Hair branching) en réponse à une application de NFs entre 30 et 60 µm 
sous l’extrémité du poil absorbant. Le groupement sulfate sur le sucre réducteur des NFs s’est 
avéré être une décoration importante pour induire la déformation des poils absorbants. En 
Figure 12. Réponses racinaires aux facteurs Nods chez les légumineuses et phases précoces de l’interaction 
symbiotique. 
(A) Ordre chronologique des réponses physiologiques et cytologiques racinaires à une application de facteurs Nods. 
(B) L’inoculation rhizobienne provoque une déformation des poils absorbants racinaires (Had) et la division des 
cellules corticales (Ccd), menant à la formation d’un primordium nodulaire. Les rhizobia expriment constitutivement le 
gène LacZ. Inf, cordon d’infection. 




effet, les composés non-sulfatés sont 1000 fois moins actifs que les composés sulfatés pour 
l’élicitation de cette réponse chez Medicago sativa (Roche et al., 1991) (Figure 13L-M).  
Les cytosquelettes d’actine et de microtubules jouent un rôle essentiel dans la 
croissance des poils absorbants, et sont également une cible de la signalisation en réponse aux 
NFs (Esseling and Emons, 2004; Sieberer et al., 2005). En effet, dès que la croissance du poil 
absorbant est ré-initiée à partir d’un gonflement, environ 1 heure après un traitement aux NFs, 
un fin réseau d’actine est bâti. Une étude approfondie des réarrangements du cytosquelette 
d’actine a été effectuée sur des poils absorbants de Vicia sativa (de Ruijter et al., 1999). Dans 
cette étude, les auteurs ont pu montrer qu’une application de NFs sur les poils absorbants de 
V. sativa induit une augmentation du nombre de réseaux fins de F-actine dans la région 
subapicale des poils absorbants, après 3 minutes de traitement (Figure 13N-P). En conditions 
non-symbiotiques, la configuration particulière de l’actine dans les poils en croissance 
permettrait de guider et de libérer les vésicules provenant de l’appareil de Golgi grâce à un fin 
réseau en élongation vers l’apex du poil (Miller et al., 1999). Il semblerait ainsi que la 
redirection de croissance du poil en réponse aux NFs soit une conséquence de la 
fragmentation du réseau d’actine préexistant, puis de son réarrangement à un nouveau site 
sélectionné par le réseau de microtubules, lui-même réarrangé en réponse aux NFs. Le réseau 
d’actine reformé permettrait la nouvelle direction de croissance du poil en organisant la 
libération des vésicules provenant de l’appareil de Golgi. 
2.3.3 Réponses cytologiques 
Chez certaines espèces telles que Medicago sativa, Lotus japonicus ou encore le pois, 
les NFs peuvent induire la formation de primordia nodulaires, voire de nodules vides (Figure 
12). Chez Medicago sativa, un mélange de NFs de S. meliloti élicite des divisions cellulaires 
qui aboutissent à la formation de structures dont l’organisation tissulaire est comparable à 
celle de véritables nodules (Truchet et al., 1991). De plus cette fonction requiert la présence 
du groupement sulfaté à l’extrémité réductrice, comme l’ont montré des expériences 
d’inoculations avec des NFs modifiés chimiquement. Un mélange de NFs produits par 
Bradyrhizobium elkanii USDA61 induit des structures nodulaires complètes sur des racines de 
Glycine soja (Stokkermans and Peters, 1994). Dans ce cas, l’utilisation de NFs et de dérivés 
synthétiques de NFs a montré que le groupement méthylfucosyle à l’extrémité réductrice est 
requis pour cette activité biologique (Stokkermans et al., 1995). 
Figure 13. Déformations des poils absorbants et réarrangements du cytosquelette en réponse aux facteurs Nods. 
(A-E) Déformation des poils absorbants de Vicia sativa en réponse à des NFs purifiés de son symbionte Rhizobium 
leguminosarum bv viciae 0 h (A), 1 h (B), 1 h 30 (C), 2 h (D), et 3 h (E) après traitement. Après environ 1 h, l’apex des 
poils absorbants commence à gonfler (Has) (B) et ce gonflement est encore plus prononcé après 1 h 30 (C). Après 2 h, 
la croissance polaire de l’apex est ré-initiée à partir d’un gonflement (D), et après 3 h, les poils absorbants montrent une 
réorientation de la croissance apicale (E). 
(F-M) Réponses morphologiques des poils absorbants à des spot-inoculations répétées de NFs. (F) Poil absorbant de 
type II après trois applications successives de NFs de chaque côté du poil chez Medicago truncatula. Chaque 
application a été suivie d’une réorientation de croissance. (G) Poil absorbant de type II après trois applications 
successives de NFs du même côté du poil. Les réorientations de croissance ont provoqué une courbure partielle du 
poil. Les flèches désignent les zones de spot-inoculations. (H-K)  Cinétique de courbure d’un poil absorbant après une 
seule application de NFs (H, pointe de micropipette). Après 25 minutes, une réorientation de la croissance du poil est 
observée (J), et une courbure en crosse de berger est partiellement formée après 50 minutes (K). (L, M) Réponse 
morphologique du poil absorbant au moment (L) et 25 minutes après application de NFs non-sulfatés provenant d’un 
mutant bactérien nodH (M). La réorientation de la croissance du poil n’est pas observée. Barres = 30µm (F, L, M) et 
18µm (G-K). 
(N-P) Augmentation du réseau de filaments de F-actine en réponse aux NFs chez Vicia sativa.  (N,O) Densité de 
filaments d’actine avec (O) ou sans (N) application de NFs. (P) Densité moyenne de faisceaux de filaments d’actine en 
fonction de la distance au pôle dans un poil en fin de croissance avec ou sans application de NFs. Barres = 10µm. 




En plus de leurs capacités à induire des primordia nodulaires, dans de nombreux cas, 
les NFs sont également capables à eux seuls d’induire la formation de cordons de pré-
infection. Chez Vicia sativa par exemple, des ponts cytoplasmiques ont été observés dans les 
cellules du cortex externe en réponse aux NFs de Rhizobium leguminosarum bv. viciae 
purifiés (10
-7
 M) (Vanbrussel et al., 1992). De manière équivalente, il a été montré que la 
souche JRL501 de Mesorhizobium loti induit la formation de cordons de pré-infection dans 
les cellules du cortex externe de Lotus japonicus (Niwa et al., 2001). L’utilisation de mutants 
de S. meliloti produisant des NFs altérés a démontré l’importance des décorations portées sur 
le sucre non réducteur dans l’initiation de l’infection rhizobienne (Ardourel et al., 1994) 
(Figure 14). En effet, les mutants nodL (pas de groupement acétate) et nodFE (acide gras 
modifié) ont une capacité d’infection très réduite chez Medicago sativa. Le double mutant 
nodFL, produisant des NFs modifiés sur les deux groupements du sucre non réducteur, est 
incapable de former des cordons d’infection (Figure 14E-F). Cependant, ce mutant est 
toujours capable d’éliciter une activation à distance des cellules corticales (Ardourel et al., 
1994). Il a ainsi été proposé que les structures de NFs requises pour l’infection bactérienne 
sont bien plus stringentes que celles requises pour l’induction du primordium nodulaire. Ce 
travail ainsi que ceux d’autres laboratoires ont permis de découpler l’infection bactérienne de 
l’activation de réponses plus précoces aux NFs.  Il y aurait deux spécificités différentes dans 
la reconnaissance des NFs : une reconnaissance peu stringente nécessaire aux stades plus 
précoces de la symbiose, et une forte stringence nécessaire à l’infection bactérienne (Figure 
15). 
2.3.4 Expression génique 
L’addition de facteurs Nods purifiés ou l’inoculation de racines par Rhizobium induit 
l’expression de gènes codant pour des nodulines. Deux types de nodulines ont été caractérisés. 
Les nodulines précoces (ENOD : early nodulins) sont induites quelques heures après ajout de 
NFs ou dès les premiers jours de l’infection et de la mise en place du primordium (Figure 16). 
Les nodulines tardives sont induites lors de la maturation du nodule. Bien que la fonction de 
la plupart de ces nodulines ne soit pas connue, leur expression est associée à la symbiose. Des 
analyses transcriptomiques ont mis en évidence de nombreux gènes de nodulines induits par 
les NFs (Mitra et al., 2004b). Dans cette section, la description de l’expression génique 
induite par les NFs se focalisera principalement sur ENOD11 et ENOD12, deux gènes plus 
directement corrélés à mon sujet d’étude. 
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Figure 14. Phénotypes symbiotiques précoces des mutants nodL, nodFE, et nodFL de Sinorhizobium meliloti. 
(A) Structures des NFs provenants de rhizobia sauvages (souche 2011), ou de mutants nodL, nodFE et nodFL. (B) S. 
meliloti nodL / M. sativa. Bien que la fréquence de formation des nodules soit altérée pour le mutant bactérien nodL, 
leur morphologie est comparable à des nodules formés par la souche sauvage de S. meliloti (D). (C) S. meliloti nodFE / 
M. sativa. Le cordon d’infection ne progresse pas dans les tissus internes, mais le primordium nodulaire se développe 
normalement. (E, F) S. meliloti nodFL / M. truncatula. Après formation des crosses de berger, les micro-colonies ne 
parviennent pas à initier la croissance du cordon d’infection. Barres = 50µm. 




ENOD11 et ENOD12 sont deux nodulines largement étudiées pour leur implication au 
cours des étapes précoces de la symbiose. Ces deux gènes codent pour des protéines pariétales 
riches en prolines. Dans les heures qui suivent l’inoculation de racines de Medicago sp. par 
Sinorhizobium meliloti, l’expression des gènes MtENOD11 et MtENOD12 est activée dans les 
tissus épidermiques en différentiation, localisés à proximité de la pointe racinaire, et 
correspondants à la zone d’émergence et de développement des poils absorbants (Pichon et 
al., 1992; Journet et al., 1994; Journet et al., 2001). L’expression de ces deux nodulines en 
réponse à des NFs purifiés a également été suivie à l’aide de fusions transcriptionnelles 
promoteur : GUS (Journet et al., 1994; Charron et al., 2004; Boisson-Dernier et al., 2005). 
Dès 2 heures de traitement, l’activité GUS (glucuronidase) correspondant à l’expression des 
deux gènes est détectable. Cette réponse dite de pré-infection est observée dans les tissus 
épidermiques correspondant à la zone d’émergence et de développement des poils absorbants 
racinaires, où les infections se produisent entre 36 et 48 heures plus tard.  En plus de cette 
réponse rapide, leur expression se retrouve associée au processus d’infection rhizobienne, à la 
fois dans les tissus racinaires et nodulaires (Pichon et al., 1992; Journet et al., 2001). Il a été 
montré que l’expression d’ENOD11 au cours des réponses de pré-infection et pendant 
l’infection rhizobienne sont conduites par deux éléments cis-régulateurs distincts dans la 
région promotrice de ce gène (Boisson-Dernier et al., 2005) (Figure 16C-G). En particulier, 
une région de 257 paires de bases en amont du codon d’initiation de la traduction d’ENOD11 
est suffisante pour son expression au cours de l’infection rhizobienne, mais ne conduit pas la 
transcription de ce gène en réponse aux NFs. En effet, l’activation de l’expression d’ENOD11 
pendant les étapes de pré-infection (réponse aux NFs) est sous le contrôle d’une région 
promotrice située entre les positions -411 et -257 (Boisson-Dernier et al., 2005). 
La nature des NFs est également importante pour l’activité transcriptionnelle 
d’ENOD11 et ENOD12. En effet, le groupement sulfate à l’extrémité réductrice, ainsi que la 
nature de la chaine lipidique de l’extrémité non-réductrice, sont requis pour une induction 
correcte de l’expression de ces gènes (Journet et al., 1994; Charron et al., 2004). Les modes 
d’action d’ENOD11 et d’ENOD12 au cours de la symbiose n’ont pas été caractérisés à ce 
jour. Cependant, il est probable que les protéines correspondantes soient impliquées dans la 
modification de la paroi des poils absorbants, ou dans la synthèse de nouveaux composants 
requis dans la matrice du cordon d’infection (Journet et al., 2001). En effet, la progression du 
cordon d’infection dans le poil requiert une augmentation de la plasticité pariétale. Enfin, 
l’induction de l’expression des nodulines précoces est dépendante d’une voie de signalisation 
Figure 15. Modèle pour le rôle des différents facteurs Nods de Sinorhizobium meliloti et de leurs récepteurs 
putatifs dans la formation du cordon d’infection. 
Au moins deux types de récepteurs seraient impliqués dans la perception des NFs. Les récepteurs d’entrée servant à 
l’initiation du cordon d’infection seraient stringents pour le groupement acétate et l’acide gras C16 :2. Le récepteur de 
signalisation, moins stringent pour ces décorations, serait impliqué dans l’activation des divisions corticales et la 
croissance du cordon d’infection. 




déclenchée en réponse aux NFs. Ainsi, les gènes ENOD11 et ENOD12 sont souvent utilisés 
comme outils, en tant que gènes marqueurs des étapes précoces de la symbiose, dans le but de 
caractériser de nombreux mutants symbiotiques.  
3. Contrôle génétique des étapes précoces de la symbiose 
L’induction de l’expression des nodulines précoces dans l’épiderme résulte de la 
perception des NFs, et d’une cascade de signalisation déclenchée par cette perception 
(Oldroyd and Downie, 2008). Les oscillations calciques décrites précédemment sont un 
composant essentiel de la transduction du signal NF. Bien que la perception initiale des NFs 
se produise dans l’épiderme racinaire, la signalisation engendrée reste importante au cours de 
l’infection bactérienne dans le cortex racinaire, et de la libération des bactéries dans le nodule 
(Capoen et al., 2005; Limpens et al., 2005; Den Herder et al., 2007). Cependant, l’affinité 
dans la perception des NFs diffère selon les stades de la symbiose. En accord avec le modèle 
d’Ardourel et al. (1994), il a été montré que les déformations des poils absorbants, les 
oscillations calciques, et l’induction des gènes ENODs ont une affinité moins forte pour les 
NFs que celle requise pour l’infection bactérienne (Ardourel et al., 1994; Walker and Downie, 
2000). 
Les phénotypes de réponses aux NFs décrits dans la partie 2.3 ont été utilisés dans le 
but d’étudier des mutants affectés dans les étapes précoces de la symbiose. La caractérisation 
phénotypique de ces mutants a permis de positionner la plupart des gènes correspondants dans 
une cascade de signalisation de réponse aux NFs. De manière intéressante, ces gènes sont 
également requis pour établir la symbiose endomycorhyzienne à arbuscules et auraient été 
recrutés par les légumineuses pour établir l’interaction rhizobienne (Kouchi et al., 2010). 
Cette voie de signalisation, appelée CSP (commun signaling pathway), sera détaillée par la 
suite. 
3. 1  Perception des facteurs Nods 
Des criblages de mutants chez Medicago truncatula, Lotus japonicus, et Pisum 
sativum ont permis d’identifier des récepteurs probables impliqués dans la perception des NFs 
chez les légumineuses, à travers l’identification de mutants pour lesquels les réponses 
inductibles par les NFs sont perdues. Chez L. japonicus, deux gènes appelés NFR1 et NFR5 
(nod factor receptor) ont été montrés comme essentiels dans la perception des NFs (Madsen 
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Figure 16. ENOD11 est un gène marqueur des étapes précoces de la symbiose entre Sinorhizobium meliloti et 
Medicago truncatula. 
(A-B) Expression de la fusion transcriptionnelle pMtENOD11-GUS en réponse aux facteurs Nods. Une forte activité 
GUS est observée dans l’épiderme racinaire après 6h (A) et 12h (B) de traitement aux NFs. L’activité GUS est 
localisée dans la zone d’émergence et de développement des poils absorbants (B). (C-G) Des régions distinctes sur le 
promoteur d’ENOD11 contrôlent son expression au cours des étapes de pré-infection et d’infection. (C) Expression des 
différentes constructions pMtENOD11-GUS au cours des étapes de pré-infection (en réponse aux NFs ou à S. meliloti) 
ou d’infection. + = activité GUS détectée ; - = pas d’activité GUS détectée. Les phénotypes de pré-infection après 16 h 
de traitement aux NFs (D, E) et d’infection à 3 jours après inoculation (F, G) sont représentés pour des plantes 
exprimant la construction -411 (A, C) et -257 (B, D). Une région promotrice localisée entre les positions -411 et -257 
contrôlerait l’expression épidermique d’ENOD11 en réponse aux NFs, alors qu’une autre région localisée en aval de la 
position -257 contrôlerait son expression au cours de l’infection par S. meliloti. 




et al., 2003; Radutoiu et al., 2003; Broghammer et al., 2012). Des mutants pour les gènes 
NFR1 ou NFR5 perdent toutes les réponses aux NFs purifiés, telles que la déformation des 
poils absorbants, la dépolarisation membranaire ou encore l’induction de l’expression des 
nodulines précoces (Radutoiu et al., 2003). Seul le mutant nfp de Medicago, muté sur le gène 
orthologue de LjNFR5, voit toutes ces réponses perdues (Ben Amor et al., 2003; Arrighi et al., 
2006) (Figure 17). Le génome de Medicago présente plusieurs homologues de NFR1. Des 
études de mutants et la caractérisation de lignées ARN interférents (RNAi) ont montré que 
deux d’entre eux, LYK3 et LYK4, sont affectés dans l’infection par S. meliloti, mais pas dans 
l’induction des réponses précoces aux NFs (Catoira et al., 2001; Limpens et al., 2003; Smit et 
al., 2007) (Figure 18). L’un des mutants hcl (hair curling : mutation sur le gène LYK3) 
analysés, hcl-4, présente un niveau de transcrits LYK3 réduit. Cependant, alors que les 
mutants « knock-out » hcl-1, hcl-2, et hcl-3 sont bloqués dans l’initiation de l’infection 
rhizobienne, le niveau résiduel de transcrits LYK3 chez hcl-4 permet encore la formation de 
micro-colonies, même si la progression des cordons d’infection est très altérée. Chez ce 
mutant le nombre de nodules formés est très réduit en réponse à des mutants bactériens nodL 
et nodFE (Smit et al., 2007), contrairement à une inoculation par une souche sauvage de S. 
meliloti. Ce travail laisse penser que LYK3 est impliqué dans la reconnaissance des 
décorations du sucre non réducteur sur les NFs de S. meliloti. Il a en effet permis de 
consolider le modèle proposé par Ardourel et al., 1994 (Figure 15): au sein de ce modèle, NFP 
serait le récepteur de signalisation, impliqué dans l’induction des réponses précoces aux NFs, 
et dont l’affinité pour les NFs serait relativement faible. LYK3, le récepteur d’entrée, aurait 
une très forte affinité pour les NFs et serait requis pour l’infection par S. meliloti. 
Les gènes décrits précédemment codent pour des récepteurs kinases, également 
appelés RLK (receptor like kinase), composés d’une répétition de trois domaines LysM 
(Lysin Motif) dans leur région extracellulaire, d’un domaine transmembranaire, et d’un 
domaine sérine/thréonine kinase cytoplasmique (Ben Amor et al., 2003; Limpens et al., 2003; 
Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 2003; Arrighi et al., 2006) (Figures 17 et 18). Les 
domaines LysM seraient responsables de la liaison à des oligomères de N-acétylglucosamines 
que l’on trouve entre autres dans le peptidoglycane bactérien, la chitine, et le squelette des 
NFs (Bateman and Bycroft, 2000; Limpens et al., 2003; Radutoiu et al., 2003; Steen et al., 
2005; Arrighi et al., 2006). Alors qu’Arabidopsis et le riz ne possèdent que 5 et 6 LysM-
RLKs, respectivement, l’analyse du génome de Medicago truncatula a mis en évidence 
l’existence d’au moins 17 gènes (Arrighi et al., 2006). Cela pourrait suggérer que l’expansion 
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Figure 17. Le mutant nfp est affecté dans les premières réponses de l’hôte aux facteurs Nods. 
(A) Structure schématique du récepteur kinase NFP de Medicago truncatula (595 acides aminés). NFP est composé 
d’un peptide signal (SP) suivi de trois domaines LysM entrecoupés par deux motifs riches en cystéines (CxC), suivis 
d’un domaine transmembranaire (TM) et d’un domaine sérine/thréonine kinase dans lequel la boucle d’activation est 
absente. (B, D) Réponses des poils absorbants de Medicago truncatula après un traitement aux NFs (10-8M) et traités 
au bleu de méthylène. Les poils absorbants de plantes sauvages montrent les phénotypes Hab (B) et les poils 
absorbants du mutant C31 (nfp) ne montrent pas de déformation des poils absorbants (D). (C, E) Expression d’une 
fusion transcriptionnelle pENOD11 :GUS en réponse à 6 heures de traitement aux NFs (10-8M), dans des racines de 
Medicago truncatula sauvages (C), ou de mutants C31 (E). (F) Oscillations calciques chez des plantes de Medicago 
truncatula sauvages (WT) ou mutants C31 en réponse aux NFs. Abscisse : temps après ajout de NFs (en minutes). 
Barres = 65µm (B, D) et 180µm (C,E). 




de cette famille multigénique chez les légumineuses est en lien avec la capacité à noduler. 
Parmi ces gènes, sept ont un profil d’expression racinaire (NFP et LYK3 inclus), et seraient 
ainsi de bons candidats pour une implication dans la perception des NFs au cours des étapes 
précoces de la symbiose (Arrighi et al., 2006). 
Chez Arabidopsis ou le riz, les protéines contenant des domaines LysM ont été 
montrées comme pouvant directement lier la chitine produite par des champignons 
pathogènes (Kaku et al., 2006), et sont indispensables à l’activation des réponses élicitées par 
la chitine (Miya et al., 2007). Ces données ont renforcé l’idée que les LysM-RLK lient 
directement les NFs via leurs domaines LysM. Ce n’est que très récemment qu’une liaison 
directe entre les LysM-RLKs NFR1/5 et les NFs de M. loti a été identifiée, apportant la 
preuve définitive du rôle de récepteur de ces protéines (Broghammer et al., 2012). 
Le domaine kinase de NFP/NFR5 est dépourvu d’une boucle d’activation, 
normalement présente sur les protéines kinases actives (Madsen et al., 2003; Arrighi et al., 
2006) (Figure 17). Il a de plus été démontré que ces protéines n’ont pas d’activité kinase in 
vitro. Chez Lotus japonicus, tout comme NFR5, NFR1 est requis pour la majorité des 
réponses induites par les NFs (Radutoiu et al., 2003). NFR1 contient trois domaines LysM 
dans sa région extracellulaire, et à l’inverse de NFR5, contient un domaine kinase 
intracellulaire actif dont la boucle d’activation est présente. Le fait que NFR1 et NFR5 soient 
tous deux requis pour l’élicitation des premières réponses aux NFs laisse penser qu’ils 
pourraient former un hétérodimère au sein duquel NFR1 confèrerait l’activité kinase 
indispensable à l’activation de la voie de signalisation (Madsen et al., 2003; Radutoiu et al., 
2003; Madsen et al., 2011). De plus, l’introduction de NFR1 et NFR5 dans les racines de 
Medicago truncatula permet à M. loti de former des nodules chez Medicago (Radutoiu et al., 
2007). Cette formation de nodules dépend de la production de NFs par M. loti. L’interaction 
in planta entre NFR1 et NFR5 a été montrée récemment par une approche de BiFC 
(Bimolecular Fluorescence Complementation) (Madsen et al., 2011). Dans cette étude, les 
auteurs ont également mis en évidence plusieurs sites d’autophosphorylation sur NFR1 et un 
seul résidu sur NFR5 phosphorylé par NFR1. Par analogie chez Medicago truncatula, 
l’existence d’un couple de LysM-RLKs impliqué dans la perception et les réponses précoces 
aux NFs chez Lotus pourrait indiquer que MtNFP fonctionne en complexe avec au moins un 
autre LysM-RLK. Cependant, aucun autre mutant affecté dans des réponses aussi précoces 
que celles affectées chez le mutant nfp n’a pu être mis en évidence à ce jour. Une des 
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Figure 18. Le mutant lyk3 est spécifiquement affecté dans l’infection rhizobienne. 
(A) Structure schématique du récepteur kinase LYK3 de Medicago truncatula (620 acides aminés). LYK3 est 
composé d’un peptide signal (SP) suivi de trois domaines LysM entrecoupés par deux motifs riches en cystéines 
(CxC), suivis d’un domaine transmembranaire (TM) et d’un domaine sérine/thréonine kinase dans lequel la boucle 
d’activation (AL) est présente. (B, C) Images confocales de poils absorbants du mutant faible hcl-4 de Medicago 
truncatula après inoculation par S. meliloti exprimant la GFP, montrant une infection de type « sac-like » initiée à 
partir d’une micro-colonie (B). Dans un poil absorbant dont l’infection est normalement initiée, les structures de type 
« sac-like » (pointe de flèche) apparaissent dans le cordon d’infection en progression à travers le poil absorbant (C). 
C’est à partir de ces structures sac-like qu’un nouveau cordon d’infection est initié (flèches). (D) Phénotype de 
déformation des poils du mutant lyk3-1 (B56) marqués au bleu de méthylène. Astérisque = micro-colonie. Barres = 
10µm (B,C) et 100µm (D). 




explications serait que l’identification par génétique directe du partenaire de NFP dans la voie 
de signalisation soit rendue difficile à cause de possibles redondances fonctionnelles entre les 
LysM-RLKs chez Medicago. Il a été proposé par ailleurs que chez Medicago, plusieurs 
hétérodimères contenant NFP et différentes protéines LYKs seraient formés et auraient des 
propriétés de liaison aux NFs et des substrats différents (Cullimore and Denarie, 2003). 
3. 2  Transduction du signal NF 
3.2. 1 Gènes impliqués dans l’activation des oscillations calciques 
Les oscillations calciques jouent un rôle indispensable dans la voie de signalisation 
induite par les NFs; elles agiraient comme un second messager pour transduire le signal NF. 
Des criblages de mutants ont pu mettre en évidence plusieurs composants requis pour 
l’activation de ces oscillations calciques par les NFs. En plus des LysM-RLKs, un LRR-RLK 
(Leucine-Rich Repeat Receptor-Like Kinase) (Endre et al., 2002; Stracke et al., 2002), au 
moins deux canaux cationiques (Ane et al., 2004; Edwards et al., 2007; Riely et al., 2007), et 
deux nucléoporines (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007) sont nécessaires à l’induction 
des oscillations calciques. Des approches biochimiques et pharmacologiques ont de plus 
indiqué que la signalisation des phospholipides est liée à la voie de signalisation des NFs (den 
Hartog et al., 2001; Engstrom et al., 2002; Charron et al., 2004; Sun et al., 2007). 
i. DMI2 
En plus des LysM-RLKs, la transduction du signal NF requiert un deuxième type de 
récepteur kinase. Le gène DMI2 (doesn’t make infection 2) ou NORK (nodulation receptor 
kinase) de Medicago truncatula est l’orthologue du gène SYMRK de Lotus japonicus (Endre 
et al., 2002; Stracke et al., 2002). DMI2 code pour un récepteur kinase localisé à la membrane 
plasmique (Limpens et al., 2005). Il possède un domaine extracellulaire de 595 acides aminés 
qui contient trois répétitions LRR, un domaine transmembranaire, et un domaine kinase 
intracellulaire (Endre et al., 2002) (Figure 19A). Les domaines LRR sont connus pour être 
impliqués dans les interactions protéine-protéine ou protéine-ligand. Il est donc possible que 
DMI2 soit activé par un ligand généré suite à la perception des NFs, ou  qu’il fasse partie du 
complexe comprenant les récepteurs des NFs, même si son mode d’action n’a pu être 
caractérisé à ce jour. DMI2 est essentiel à l’activation des oscillations calciques et de 
l’expression des nodulines précoces, mais à l’inverse des LysM-RLKs, il n’est pas requis pour 
l’activation des flux calciques (Catoira et al., 2000; Shaw and Long, 2003; Miwa et al., 
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Figure 19. Organisation en domaines des protéines DMI2 et DMI1, et localisation subcellulaire de DMI1. 
(A) Structure schématique du récepteur kinase DMI2 de Medicago truncatula (925 acides aminés). DMI2 est composé 
d’un peptide signal (SP), suivi d’un domaine NSL (NORK extracellular-sequence-like) de fonction inconnue, trois 
répétitions LRR (leucine-rich repeat), un domaine transmembranaire (TM), et un domaine kinase qui contient une 
boucle d’activation (AL). (B) Structure schématique de la protéine DMI1 de Medicago truncatula (883 acides aminés). 
DMI1 est composé d’un peptide d’adressage au noyau (nTP : nuclear targeting peptide), de quatre domaines 
transmembranaires (TM), et d’un domaine RCK (regulator of the conductance of K+) qui serait impliqué dans la liaison 
des ions Ca2+ et/ou d’autres ligands. (C, D, E) DMI1 est localisé à la périphérie des noyaux des cellules racinaires 
épidermiques de Medicago truncatula. Cellules épidermiques (C) ou poils absorbants (D) exprimant la construction 
p35S : DMI1-GFP. Immunolocalistion par marquage « immunogold » de DMI1-GFP à l’aide d’anticorps anti-GFP. 
DMI1 est préférentiellement localisé à la membrane interne du noyau. Barres = 10µm (C, D) et 500nm (E). 




2006a). Ces observations indiquent une bifurcation dans la voie de signalisation en réponse 
aux NFs, immédiatement en aval des LysM-RLKs ; un branchement mènerait aux oscillations 
calciques, et l’autre aboutirait aux flux calciques. Des études de fusion transcriptionnelle 
promoteur : GUS ont montré que DMI2 est exprimé dans l’épiderme et le cortex racinaire 
avant l’infection, et que son expression est fortement induite dans le primordium nodulaire 
avant contact avec le cordon d’infection. De plus ce gène est exprimé dans la zone d’infection 
des nodules matures (Bersoult et al., 2005). 
Les phospholipides joueraient un rôle important dans la voie de signalisation de 
réponse aux NFs, en aval de DMI2. La phospholipase C, activée par les protéines G 
hétérotrimériques, hydrolyse les phosphatidylinositoles 4,5-bisphosphates en IP3 (1,4,5-
trisphosphate) et DAG (diacylglycérole). L’IP3 libéré peut par la suite activer l’efflux de Ca2+ 
provenant d’organites cellulaires tels que le réticulum endoplasmique. Des études 
pharmacologiques ont pu montrer qu’une application de mastoparan, un activateur des 
protéines G, induit les oscillations calciques, l’expression des nodulines précoces, et la 
déformation des poils absorbants racinaires indépendamment de DMI2 (Pingret et al., 1998; 
den Hartog et al., 2001; Charron et al., 2004; Sun et al., 2007). Ce processus est bloqué par 
des inhibiteurs de l’activité des phospholipases C et D. Ces résultats suggèrent que les 
phospholipides pourraient jouer le rôle de second messager dans la signalisation NF, entre 
DMI2 et les oscillations calciques. Cependant, le lien moléculaire entre DMI2 et la 
signalisation des phospholipides n’est pas encore connu. 
Des expériences de criblages en double hybride chez la levure ont récemment permis 
de mettre en évidence plusieurs partenaires de DMI2/SYMRK potentiellement impliqués dans 
la voie de signalisation NF (Kevei et al., 2007; Zhu et al., 2008; Chen et al., 2012; Den Herder 
et al., 2012; Yuan et al., 2012). Chez Medicago, HMGR1, une 3-hydroxy-3-méthylglutaryle 
coenzyme A réductase, interagît avec le domaine kinase de DMI2 (Kevei et al., 2007). 
HMGR1 fait partie d’une famille multigénique dont les protéines sont des enzymes clés de la 
voie de biosynthèse du mévalonate, précurseur des cytokinines et des stéroïdes. L’inhibition 
de l’activité de HMGR1 par ajout de lovastatine, ou la réduction de son expression par RNAi, 
affectent sévèrement la nodulation, ce qui indique que HMGR1 est une enzyme clé dans la 
nodulation (Kevei et al., 2007). De plus la réduction de l’expression de HMGR1 par RNAi 
abolit l’induction de l’expression des nodulines précoces telles qu’ENOD11 ainsi que les 





2012, Munich). Le mévalonate, quant à lui, induit les oscillations calciques sans temps de 
latence et active l’expression d’ENOD11 chez des plantes sauvages et des mutants dmi2. Il 
pourrait ainsi constituer le signal qui relie la membrane plasmique aux oscillations calciques 
du noyau du poil absorbant racinaire. Les auteurs de cette étude ont proposé un mode d’action 
selon lequel DMI2 phosphoryle HMGR1 et régule négativement son activité en conditions 
non-symbiotiques. En conditions symbiotiques, les NFs réguleraient négativement l’activité 
de DMI2, rendant HMGR1 actif. Le mévalonate synthétisé par la suite activerait les 
oscillations calciques nucléaires et périnucléaires. 
Chez Lotus japonicus, plusieurs interacteurs de SYMRK ont été identifiés par criblage 
en double hybride dans la levure, et ont permis d’élargir le nombre de composants potentiels 
impliqués dans la voie de signalisation NF. SYMRK interagît avec au moins deux E3 ligases, 
SIE3 (SYMRK-INTERACTING E3 UBIQUITIN LIGASE) et SINA4 (SEVEN IN 
ABSENTIA4) (Den Herder et al., 2012; Yuan et al., 2012). SIE3 est capable in vitro 
d’ubiquitiner SYMRK et jouerait un rôle important dans le maintien de la conformation 
correcte et de la localisation subcellulaire de SYMRK (Yuan et al., 2012). En accord avec 
cette hypothèse, les auteurs ont montré que la dérégulation de l’expression de SIE3 par RNAi 
aboutit à une réduction de l’expression de nodulines précoces telles qu’ENOD40 ou NIN, et 
par conséquent à une diminution du nombre de cordons d’infection et de nodules. Alors que 
SIE3 est un régulateur positif de la nodulation, l’ubiquitination de SYMRK par SINA4 
affecterait sa stabilité, ce qui confère à SINA4 un rôle de régulateur négatif de la nodulation 
(Den Herder et al., 2012). Dans ce sens, les auteurs ont pu montrer qu’une expression 
ectopique de SINA4 réduit le nombre de cordons d’infection et affecte sévèrement la 
nodulation. L’identification de SIE3 et SINA4 a permis de mettre en évidence le rôle 
important de la stabilisation et du « turn-over » des récepteurs membranaires au cours de la 
voie de signalisation en réponse aux NFs. 
SIP1 (SYMRK INTERACTING PROTEIN1) est une protéine nucléaire qui interagit 
avec le domaine kinase de SYMRK (Zhu et al., 2008). Le motif « helix-turn-helix » (ARID) 
dans la région N-terminale de cette protéine joue un rôle dans la liaison à l’ADN, et des 
expériences de transactivation ont montré que SIP1 ciblerait le promoteur de NIN. Cependant, 
aucune évidence génétique explicitant l’importance de SIP1 dans la nodulation, ni de modèle 
expliquant comment cette protéine nucléaire peut interagir avec une protéine membranaire 






DMI1 (doesn’t make infection 1), tout comme DMI2, est requis pour l’induction des 
oscillations calciques en réponse aux NFs. DMI1 code pour une protéine membranaire qui 
contient quatre domaines transmembranaires putatifs (Figure 19B), et partage une forte 
similarité avec MthK, un canal potassique calcium-dépendant (Ane et al., 2004; Peiter et al., 
2007). Des études pharmacologiques ont montré que les oscillations calciques et l’induction 
d’ENOD11 induites par le mastoparan ne requièrent pas DMI1 (Charron et al., 2004; Sun et 
al., 2007). Il est donc peu probable que DMI1soit un transporteur de calcium (Ca
2+
). La région 
C-terminale cytoplasmique de DMI1 contient un domaine RCK (regulator of the conductance 
of K
+) qui serait impliqué dans le contrôle de l’activité de ce canal (Figure 19B). Des 
expériences de fusions traductionnelles à la GFP (green fluorescent protein) ont permis de 
montrer que DMI1 est localisé dans l’enveloppe nucléaire (Riely et al., 2007) (Figure 19C-D). 
Ces résultats ont par la suite été confirmés et précisés par des expériences 
d’immunolocalisation montrant que DMI1 est préférentiellement localisé dans la membrane 
interne du noyau (Capoen et al., 2011) (Figure 19E). Il apparaît donc que DMI2, localisé dans 
la membrane plasmique, activerait DMI1 dans l’enveloppe nucléaire, par l’intermédiaire 
d’une cascade de signalisation encore non identifiée. Cette cascade de signalisation 
impliquerait probablement la voie des phospholipides (den Hartog et al., 2001; Charron et al., 
2004; Sun et al., 2007) et/ou HMGR1 et les mévalonates (J-M Ané, European Nitrogen 
Fixation Congress 2012, Munich). Chez Lotus japonicus, deux gènes DMI1-like, tous deux 
indipensables à l’activation des oscillations calciques induites par les NFs, ont été identifiés et 
appelés CASTOR et POLLUX (Imaizumi-Anraku et al., 2005; Miwa et al., 2006a). Des 
fusions traductionnelles de CASTOR et POLLUX à la GFP sont localisées autour du noyau 
dans des cellules de feuilles de Nicotiana benthamiana, et des expériences 
d’immunolocalisation ont permis de visualiser CASTOR dans l’enveloppe nucléaire 
(Charpentier et al., 2008). Les auteurs ont également montré par des expériences de 
compétition, des déterminations de ratios de perméabilité, ou encore des études de 
complémentation de mutants de levure, que CASTOR et POLLUX ont une préférence pour le 
transport des ions K
+.  L’existence de deux canaux ioniques chez Lotus japonicus à la place 
d’un seul chez Medicago truncatula a fait l’objet d’une étude récente (Venkateshwaran et al., 
2012). Dans cette étude, les auteurs ont pu complémenter le phénotype nod- de doubles 
mutants castor/pollux par l’expression d’une protéine POLLUX dans laquelle une sérine est 
remplacée par une alanine au sein du domaine de sélectivité ionique de POLLUX. Cette 
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Figure 20. Modèle proposé pour les rôles de DMI1 et du couple CASTOR/POLLUX dans la génération des 
oscillations calciques au cours de la signalisation NF. 
Un second messager inconnu à ce jour active les canaux cationiques tels que DMI1 ou le couple CASTOR/POLLUX. 
DMI1 ou CASTOR/POLLUX transporteraient les ions K+ du cytoplasme ou du nucléoplasme vers l’espace 
périnucléaire. Cet influx de K+ dans l’espace périnucléaire engendre une hyperpolarisation des membranes nucléaires 
externe (ONM) et interne (INM). Lorsqu’un certain degré d’hyperpolarisation est atteint, les canaux calciques sont 
activés. L’efflux d’ions Ca2+ provenant de l’espace périnucléaire et en direction du cytoplasme et du nucléoplasme 
donne lieu aux oscillations calciques. L’hyperpolarisation des membranes périnucléaires est alors réduite, et les canaux 
calciques activés par l’hyperpolarisation se referment. Finalement, les ions Ca2+ sont activement réintégrés dans 
l’espace périnucléaire par l’action de MCA8, un canal Ca2+ ATPase, et le potentiel membranaire retourne à son état 
initial. 




alanine est déjà présente chez MtDMI1. Il a donc été proposé que récemment au cours de 
l’évolution, la substitution d’une sérine en alanine sur MtDMI1, l’orthologue putatif de 
LjPOLLUX, a rendu ce canal ionique auto-suffisant chez Medicago truncatula. Bien que cette 
substitution confère à DMI1 une conductance ionique moins élevée, la durée de l’état 
d’ouverture du canal est augmentée, ce qui le rend plus efficace dans l’activation des 
oscillations calciques (Venkateshwaran et al., 2012). 
L’étude de Venkateshwaran et al. (2012) ainsi que d’autres études récentes ont 
également permis de mieux décrypter les mécanismes impliqués dans l’activation des 
oscillations calciques en réponse aux NFs. Ces oscillations, localisées dans et autour du noyau 
du poil absorbant, auraient pour origine à la fois le cytoplasme et l’enveloppe nucléaire. En 
plus de DMI1, une pompe à calcium ATP-dépendante appelée MCA8 localisée dans 
l’enveloppe nucléaire est indispensable à l’activation des oscillations calciques par les NFs, 
comme l’ont montré des expériences de RNAi qui dérégulent l’expression de ce gène (Capoen 
et al., 2011). MCA8 serait responsable de la recapture active des ions Ca
2+
 vers l’enveloppe 
nucléaire. Un modèle récapitulant les rôles de CASTOR/POLLUX/DMI1 et MCA8 dans 
l’activation des oscillations calciques a été proposé (Venkateshwaran et al., 2012) (Figure 20). 
iii. Les nucléoporines 
Les oscillations calciques sont également bloquées dans les mutants thermosensibles 
de Lotus japonicus nup133 et nup85 (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007). NUP133 et 
NUP85 codent pour des protéines homologues des nucléoporines NUP133 et NUP85 de 
levure et de mammifères. Ces protéines sont des composants du complexe de pore nucléaire, 
qui contient environ 30 protéines, et permet le transport des ARN messagers et de certaines 
protéines à travers l’enveloppe nucléaire (Hoelz et al., 2011). La localisation d’une fusion 
traductionnelle YFP-NUP133 dans l’enveloppe nucléaire des poils absorbants confirme le fait 
que cette protéine fasse partie du complexe de pore nucléaire chez les plantes (Kanamori et 
al., 2006). Les protéines NUPs sont exprimées constitutivement dans différents organes de la 
plante et leur expression n’est pas induite par l’inoculation de rhizobia (Kanamori et al., 2006; 
Saito et al., 2007). Pour l’instant, le mécanisme par lequel les nucléoporines contrôlent les 
oscillations calciques n’est pas élucidé. Il est possible qu’elles affectent le potentiel 
membranaire de l’enveloppe nucléaire et qu’elles interfèrent avec l’activité des canaux 
calciques, tout comme le fait DMI1 également localisé dans l’enveloppe nucléaire. De 
manière intéressante, la protéine NUP96 d’Arabidopsis est requise pour la résistance contre 
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Figure 21. DMI3, le décodeur des oscillations calciques nucléaires. 
(A) Structure schématique de la CCaMK DMI3 (523 acides aminés).  DMI3 est composé d’un signal de localisation 
nucléaire (NLS), d’un domaine kinase dans lequel le site actif de phosphorylation est compris entre les acides aminés 
167 et 179, d’un domaine de liaison à la calmoduline (CaMBD) superposé au domaine auto-inhibiteur de la kinase 
(AID), puis de trois EF-hands de liaison aux ions Ca2+. (B, C) Localisation nucléaire d’une fusion traductionnelle 
pDMI3 : GFP-DMI3 dans les poils absorbants racinaires d’un mutant perte de fonction dmi3. (D, E) Nodules après 
inoculation de rhizobia exprimant le gène LacZ. Un mutant perte de fonction dmi3 a été complémenté par une 
construction pDMI3: DMI3 (D) ou par une construction pDMI3 : DMI3 1-311 où DMI3 est délété de son domaine 
d’auto-inhibition. Les nodules spontanés inductibles par cette construction ne sont pas infectés.  




des pathogènes (Zhang and Li, 2005). Chez Lotus japonicus, NUP133 et NUP85 sont 
également requis pour la symbiose mycorhyzienne (Kanamori et al., 2006; Saito et al., 2007). 
Cela indique un rôle général des nucléoporines dans les interactions plantes-microorganismes, 
à la fois pathogènes et symbiotiques. 
Récemment, un autre composant potentiel du complexe de pore nucléaire, NENA, a 
été identifié à l’issue d’un criblage de mutants chez Lotus japonicus (Groth et al., 2010). Des 
expériences de fusions traductionnelles NENA-GFP ont permis de confirmer la localisation de 
NENA dans l’enveloppe nucléaire, et une interaction entre NENA et NUP85 a été observée 
par la méthode de double hybride dans la levure. Dans le mutant nena, l’induction 
épidermique de nodulines précoces telles que NIN et l’activation des oscillations calciques en 
réponse aux NFs sont fortement altérées (Groth et al., 2010). Ces données suggèrent que 
NENA joue un rôle similaire à NUP133 et NUP85 dans la voie de signalisation en réponse 
aux NFs. 
3.2. 2 DMI3, le décodeur central des oscillations calciques 
Le gène DMI3 (doesn’t make infection 3) (=CCaMK) de Medicago truncatula, 
orthologue de LjCCaMK chez Lotus japonicus, code pour une protéine kinase 
Ca
2+
/Calmoduline dépendante requise dans la symbiose rhizobienne (Levy et al., 2004; Mitra 
et al., 2004a) (Figure 21). Bien que CCaMK soit nécessaire à l’induction de l’expression des 
nodulines précoces en réponse aux NFs, cette protéine n’est pas nécessaire à l’activation des 
oscillations calciques (Catoira et al., 2000; Wais et al., 2000). Cela suggère que CCaMK joue 
un rôle en aval des oscillations calciques dans la voie de signalisation. La région N-terminale 
de la protéine possède un domaine kinase, suivi d’un domaine de liaison à la calmoduline, et 
la partie C-terminale Visinin-like est constituée de trois domaines « EF-hands » de liaison aux 
ions Ca
2+
 (Levy et al., 2004; Mitra et al., 2004a; Swainsbury et al., 2012) (Figure 21A). 
L’expression de DMI3 est restreinte aux racines et aux nodules chez Medicago, et est 
indépendante de la présence de S. meliloti (Levy et al., 2004). De plus des fusions 
traductionnelles à la GFP ont montré que cette protéine est localisée dans le noyau des 
cellules de Medicago, indépendamment de la perception des NFs (Kalo et al., 2005; Smit et 
al., 2005) (Figure 21B-C). 
CCaMK fait partie d’une famille de protéines spécifiques des plantes, mais son 
domaine de liaison à la calmoduline est similaire à la protéine CaMKII de mammifères 
impliquée dans le décodage des oscillations calciques (Patil et al., 1995). En général, les 
Figure 22. Régulation de CCaMK/DMI3. 
(A) Auto-régulation négative 1. Représentation partielle de CCaMK comprenant le domaine d’auto-inhibition (orange) 
recouvrant le domaine de liaison à la calmoduline (CaMBD, bleu). Le domaine actif de la kinase est coloré en gris. (B) 
Activation de CCaMK via l’auto-phosphorylation ou la substitution du résidu T265. Les ions Ca2+ se lient aux motifs 
EF-hands (non-montrés), et la CCaMK s’auto-phosphoryle sur le T265. (C) Activation de CCaMK en présence du 
complexe Ca2+/calmoduline. Le domaine kinase de CCaMK est libéré, ce qui le rend accessible à d’autres substrats. 
(D) Auto-régulation négative 2. L’auto-phosphorylation de S337 empêche la liaison de CCaMK au complexe 
Ca2+/CaM, ce qui stabilise l’état d’auto-inhibition. 






/Calmoduline dépendantes sont doublement régulées : les ions Ca
2+
 
libres se lient aux domaines EF-hands, induisent une autophosphorylation de la protéine, 
favorisant la liaison du  Ca
2+
 complexé avec la calmoduline. Cette liaison à la calmoduline 
favorise à son tour la phosphorylation d’autres substrats (Singh and Parniske, 2012). CCaMK 
possède également un domaine d’auto-inhibition (AID) important pour sa fonction, qui régule 
négativement son activité kinase (Figure 21A). De manière intéressante, une délétion 
spécifique de ce domaine mène à l’expression des nodulines précoces et à la formation de 
nodules spontanés en absence de rhizobia ou de NFs, mais le processus d’infection reste 
bloqué (Gleason et al., 2006) (Figure 21D-E). De manière similaire, une mutation ponctuelle 
mimant une phosphorylation (T265D), ou changeant l’acidité ou la polarité du résidu à la 
position 265 (T265A, T265I) sur le site d’auto-phosphorylation, aboutit à la formation de 
nodules spontanés, et permet cette fois l’infection bactérienne (Tirichine et al., 2006a). Toutes 
ces données suggèrent que CCaMK serait très probablement la protéine qui décode les 
oscillations calciques nucléaires. Dans ce sens, l’expression de CCaMKT265D ou snf1 
(CCaMK
T265I
) dans les mutants de Lotus japonicus symrk, castor, pollux ou nup85/nup133, 
restaure l’infection rhizobienne et la nodulation, bien que les oscillations calciques ne soient 
pas présentes (Hayashi et al., 2010; Madsen et al., 2010). Ces importantes découvertes 
démontrent que la première fonction des gènes de la voie de signalisation en amont des 
oscillations calciques, et des oscillations calciques elles-mêmes, est d’activer la protéine 
CCaMK. Les nombreuses expériences de structure-fonction sur CCaMK, ainsi que 
l’utilisation de versions auto-actives de cette protéine, ont permis d’établir un modèle 
hypothétique expliquant son activité au cours de la nodulation (Singh and Parniske, 2012). Ce 
modèle, basé sur le mode d’action de CCaMK au cours de la signalisation en réponse aux NFs 
chez Lotus japonicus, est présenté et détaillé sur la figure 22. En absence de Ca
2+
, CCaMK est 
auto-inhibé, le domaine AID agissant comme un frein qui empêche l’activité kinase (Figure 
22A). Chez Lotus japonicus, un réseau de liaisons hydrogènes impliquant les résidus T265, 
S237, K264, E313 et R317 stabiliserait le positionnement du domaine AID pour maintenir 
l’inhibition du domaine kinase (Shimoda et al., 2012) (Figure 22A). En présence 
d’oscillations calciques, les ions Ca2+ se lient aux motifs EF-hands et CCaMK s’auto-
phosphoryle sur le résidu T265 (Figure 22B). La présence du groupement phosphate ou de 
certaines substitutions sur ce résidu (T265D, T265A, T265I) permettrait de rompre le réseau 
de liaisons hydrogènes, ce qui déstabiliserait l’état d’auto-inhibition (Shimoda et al., 2012). 





perdent l’auto-inhibition, ce qui aboutit à la formation de nodules spontannés en absence de 
rhizobia (Tirichine et al., 2006b; Shimoda et al., 2012). L’auto-phosphorylation de CCaMK 
augmente son affinité pour le complexe Ca
2+
/calmoduline et induit un changement de 
conformation (Figure 22C). Ce changement de conformation permet de libérer le domaine 
kinase de CCaMK et le rend accessible à d’autres substrats. Le site d’auto-phosphorylation 
S337 a été récemment identifié comme un site dans le domaine de liaison à la calmoduline qui 
permet l’interaction entre CCaMK et le complexe Ca2+/calmoduline exclusivement lorsque 
S337 n’est pas phosphorylé (Liao et al., 2012). L’auto-phosphorylation sur le résidu S337 
empêche la liaison de CCaMK au complexe Ca
2+
/calmoduline, ce qui stabilise l’état d’auto-
inhibition (Figure 22D). Par conséquent, la version CCaMK
S337D
 mimant la phosphorylation 
du résidu S337 est affectée dans la phosphorylation Ca
2+/calmoduline dépendante d’autres 
substrats et ne complémente pas les mutants ccamk. De plus, le mutant ccamk-14 (S337N) 
(pas d’auto-phosphorylation possible sur le résidu S337) forme des nodules normaux mais 
l’infection est aberrante, suggérant un rôle important pour cette auto-régulation négative au 
cours de l’infection rhizobienne (Liao et al., 2012). 
Le rôle primordial de CCaMK dans la signalisation souligne l’importance de cette 
protéine en tant que « nœud » central de la signalisation en réponse aux NFs, régulant à la fois 
l’infection et l’organogénèse nodulaire (Singh and Parniske, 2012). Alors que la signalisation 
en amont de CCaMK peut être conceptualisée par la perception spécifique des NFs et la 
transduction de ce signal, les mécanismes qui confèrent la spécificité transcriptionnelle en 
aval de CCaMK sont probablement les résultats de l’action d’une variété de régulateurs 
transcriptionnels qui contrôlent l’expression génique appropriée. 
La recherche d’interacteurs de CCaMK/DMI3 au cours des étapes précoces de la 
symbiose a mené à l’identification de plusieurs protéines. CYCLOPS/IPD3 a été identifié 
chez Medicago truncatula à l’issue d’un criblage en double hybride chez la levure, et interagit 
avec DMI3 via son domaine « coiled-coil » situé dans la partie C-terminale de la protéine 
(Messinese et al., 2007) (Figure 23A). CYCLOPS/IPD3 possède également un signal de 
localisation nucléaire et son adressage dans le noyau a été observé à la fois dans un système 
hétérologue et in vivo (Messinese et al., 2007; Yano et al., 2008). Il a été montré que 
CYCLOPS peut être phosphorylé par CCaMK in vitro (Yano et al., 2008), et que cette 
phosphorylation joue un rôle essentiel dans l’établissement de la symbiose rhizobienne (Liao 
et al., 2012). Chez les mutants cyclops/ipd3, l’induction de l’expression des nodulines 
Figure 23. Deux protéines interagissent avec CCaMK et découplent les processus d’infection et de divisions 
cellulaires corticales. 
(A) CIP73 et CYCLOPS interagissent avec CCaMK in planta. Expériences de BiFC (bimolecular fluorescence 
complementation) dans des feuilles de N. benthamiana co-transformées avec les constructions SCFPC - CCaMK et 
CIP73 - SCFPN (haut) ou SCFPC - CCaMK et CYCLOPS - VenusN (bas). (B, C) Le mutant cyclops/ipd3 est affecté 
dans l’infection rhizobienne mais pas dans la formation de primordia nodulaires. (B) Formation de primordia nodulaires 
chez le mutant de Medicago truncatula ipd3-1 cinq jours après inoculation par S. meliloti. (C) Cordon d’infection 
avorté dans la courbure du poil absorbant chez le mutant cyclops-3 de Lotus japonicus deux semaines après inoculation 
par M. loti exprimant la GFP. (D, E) La dérégulation de l’expression de CIP73 aboutit à une réduction du nombre de 
nodules, mais l’infection n’est pas altérée. (D) Nombre total de nodules sur des racines de Lotus japonicus 
transformées par un vecteur contrôle ou deux constructions RNAi-CIP73 différentes, déterminé quatre semaines après 
inoculation par M. loti. (E) Phénotype d’infection de plantes RNAi dont l’expression de CIP73 est dérégulée, sept jours 
après inoculation par M. loti exprimant le gène LacZ. La flèche indique la position de l’arrêt de croissance du cordon 
d’infection (cortex externe). Barres = 20µm (A), 2 mm (B), 20µm (C) et 25µm (E). 




précoces par les NFs ou l’inoculation de rhizobia est fortement réduite, suggérant un rôle pour 
cette protéine dans la voie de signalisation NF (Horvath et al., 2011). Alors que le processus 
d’infection est fortement altéré chez ces mutants (Figure 23C), la formation de primordia 
nodulaires n’est pas affectée (Yano et al., 2008) (Figure 23B). De plus, l’expression d’une 
forme auto-active de CCaMK (CCaMK
T265D
) dans un fond mutant cyclops induit la formation 
de nodules spontanés en absence de rhizobia similaires aux nodules spontanés induits dans un 
fond génétique sauvage (Yano et al., 2008). Cependant, le nombre de nodules spontanés par 
plante est très réduit chez le mutant cyclops. Les auteurs de cette étude ont suggéré que 
CYCLOPS/IPD3 forme un complexe de signalisation avec CCaMK, au sein duquel 
CYCLOPS/IPD3 pourrait accomplir le rôle de facteur de transcription primaire qui régulerait 
l’expression de gènes requis pour l’infection rhizobienne (M. Parniske, European Nitrogen 
Fixation Congress 2012, Munich). Alors que ce complexe serait spécifiquement requis pour 
l’infection rhizobienne, l’organogénèse nodulaire nécessiterait d’autres substrats de CCaMK. 
Il est à noter que le rôle spécifique de CYLOPS/IPD3 dans l’infection rhizobienne est 
controversé. En effet, comme les mutants cyclops transformés par CCaMK
T265D
 présentent 
une forte réduction de nodules spontanés, il est probable qu’au même titre que les autres 
gènes de la voie de signalisation, CYCLOPS/IPD3 soit également requis pour l’organogénèse 
nodulaire. La présence de nodules spontanés s’expliquerait par une pénétrance incomplète du 
phénotype observé chez le mutant cyclops (Capoen and Oldroyd, 2008; Horvath et al., 2011). 
Un autre partenaire de CCaMK, CIP73 (CCaMK-Interacting Protein of approximately 
73 kD), a récemment été identifié par un criblage d’interacteurs de CCaMK en double hybride 
(Kang et al., 2011). (Figure 23). Cette protéine possède un domaine Ubiquitin-like (domaine 
Scytche_N), elle est localisée dans le noyau des cellules racinaires épidermiques et corticales 
de Lotus japonicus, et peut être phosphorylée in vitro par CCaMK. L’expression de 
constructions RNAi ciblant CIP73 et réduisant fortement son expression affecte 
l’organogénèse nodulaire sans altérer le processus d’infection dans les poils absorbants 
racinaires (Kang et al., 2011) (Figure 23D-E). Ainsi, CIP73 pourrait jouer un rôle spécifique 
au cours de l’organogénèse nodulaire, bien qu’un tel mode d’action reste à déterminer. 
3. 3  Les facteurs de transcription en aval de DMI3 
De nombreux facteurs de transcription (FTs), appartenant à la famille des GRAS, des 
ERF, ou des NF-Y, mais également provenant de familles de régulateurs non caractérisés (e.g. 





génétiquement en aval de CCaMK/DMI3. Ce nombre important de facteurs de transcription 
symbiotiques est le reflet de la complexité des processus développementaux qu’ils contrôlent. 
Les profils d’expression génique activée par ces régulateurs sont par ailleurs souvent 
dépendants des types cellulaires (e.g. épiderme, cortex racinaire…). 
3.3. 1 NSP1 et NSP2 
NSP1 et NSP2 sont deux régulateurs transcriptionnels de la famille des GRAS 
impliqués dans la voie de signalisation NF en aval des oscillations calciques (Wais et al., 
2000; Oldroyd and Long, 2003; Kalo et al., 2005; Smit et al., 2005). Ces deux protéines ont 
été identifiées à la fois chez Medicago truncatula et chez Lotus japonicus (Heckmann et al., 
2006). Les FTs GRAS font partie d’une large famille multigénique que l’on retrouve à travers 
le règne végétal, et ces protéines ont des rôles variés au cours du développement (Hirsch and 
Oldroyd, 2009). Ces protéines ont généralement une taille de 400 à 700 acides aminés, et 
possèdent des motifs distincts dans leur région C-terminale, que l’on retrouve dans cet ordre, 
de la partie N-terminale vers la partie C-terminale : un domaine LHR I (Leucine Heptad 
Repeat I), un domaine VHIID, un domaine LHR II, un domaine PFYRE, et un domaine SAW 
(Hirsch and Oldroyd, 2009) (Figure 24A). Bien que NSP1 et NSP2 codent tous deux pour des 
membres de la famille des GRAS, ils présentent une faible similarité (17% d’identité, 32% de 
similarité), ce qui pourrait suggérer des fonctions potentiellement similaires mais non 
redondantes dans la voie de signalisation NF. Chez Medicago truncatula, les mutants nsp1 et 
nsp2 sont altérés dans l’activation du primordium nodulaire, l’infection rhizobienne, 
l’expression génique induite par les NFs, et la déformation des poils absorbants racinaires en 
réponse aux bactéries est réduite chez ces mutants (Catoira et al., 2000; Oldroyd and Long, 
2003). De plus, il a été montré que l’expression d’une CCaMK auto-active ne permet pas 
d’induire l’expression d’ENOD11 dans les racines d’un mutant nsp2, alors qu’une induction 
partielle de ce gène est présente chez le mutant nsp1 (Gleason et al., 2006). Ces observations 
confirment l’hypothèse d’une redondance partielle entre ces deux gènes. Au vu de l’activation 
partielle d’ENOD11 observée chez le mutant nsp1, il est néanmoins probable que NSP1 ne 
soit pas requis pour l’activation optimale à la fois épidermique et corticale d’ENOD11, 
contrairement à NSP2. Dans ce sens, il serait intéressant d’étudier en détail les profils 
d’expression de ces deux gènes au cours des étapes de signalisation et d’infection. Des 
preuves quant à l’implication de NSP1 et NSP2 dans l’activation de l’expression génique ont 
été apportées récemment (Hirsch et al., 2009; Cerri et al., 2012). En effet, une interaction 
entre NSP1 et NSP2 a été observée par le système double hybride, et il a été montré par des 
Figure 24. Rôle des facteurs de transcription ERNs et NSPs au cours des étapes précoces de la nodulation. 
(A) Structure schématique des facteurs de transcription NSP1 et NSP2 (554 et 508 acides aminés, respectivement). Ces 
FTs possèdent cinq domaines conservés dans la famille des GRAS : deux domaines LHR (leucine heptad region), un 
domaine VHIID, un domaine PFYRE et un domaine SAW. (B) Structure schématique des facteurs de transcription 
ERN1 et ERN2 (268 et 313 acides aminés, respectivement). Ces FTs possèdent un domaine AP2 de liaison à l’ADN et 
deux domaines CMV3 et CMV4 (conserved motif of group V) basés sur la conservation de séquences des membres de 
cette sous-famille d’AP2/ERFs, qui sont de fonctions inconnues. (C-H) Localisations subcellulaires de NSP1 (C, D), 
NSP2 (E, F), ERN1 (G), et ERN2 (H). La fusion traductionnelle pNSP1 - GFP - NSP1 est localisée dans le noyau des 
poils absorbants de Medicago truncatula (C, D). La fusion traductionnelle 35S - NSP2 - GFP est majoritairement 
localisée dans l’enveloppe nucléaire (E), puis relocalisée dans le noyau des poils absorbants après un traitement aux 
NFs (10-8M) (F). Les fusions traductionnelles pERN1 - YFP - ERN1 (G) et pERN2 - YFP - ERN2 (H) sont localisées 
dans le noyau des cellules épidermiques de Medicago truncatula entre 30 et 41 heures après inoculation par S. meliloti. 
(I) Modèle pour l’activité de NSP1/2 et ERN1 dans l’induction de l’expression d’ENOD11. NSP1/NSP2 et ERN1 
activent tous deux l’expression d’ENOD11 mais via des régions promotrices différentes qui régulent l’expression au 
cours des phases de pré-infection (signalisation NF) (NF-box) ou pendant les étapes d’infection (INF). L’expression 
d’une fusion transcriptionnelle pENOD11 : GUS n’est observée dans le mutant ern1 qu’au cours de l’infection 
rhizobienne (I). Barres = 10µm (C-F), 100µm (G-H), 200µm (I). 




expériences d’immunoprécipitation de la chromatine (ChIP) in vivo que le dimère 
NSP1/NSP2 se lie aux éléments cis AATTT des promoteurs de nodulines précoces telles 
qu’ENOD11, NIN, ou encore ERN1 dans les racines de Medicago. Cette liaison est de plus 
augmentée après une élicitation aux NFs (Hirsch et al., 2009). De plus, le dimère NSP1/NSP2 
est capable d’activer l’expression de ERN1 et d’ENOD11 dans le système hétérologue N. 
benthamiana (Cerri et al., 2012) (Figure 24I).  
3.3. 2 Les facteurs de transcription ERNs 
ERN1 (ERF required for nodulation 1) est un facteur de transcription de la famille des 
AP2/ERFs (Ethylen Response Factor) (Figure 24B) qui agit en aval de CCaMK dans la voie 
de signalisation NF (Andriankaja et al., 2007; Middleton et al., 2007). Ce gène a été identifié 
à l’issu d’un criblage de mutants déficients dans la nodulation, et le mutant bit1 (ern1) est 
bloqué dans l’initiation et le développement des cordons d’infection (Middleton et al., 2007). 
De plus, il a été montré que ERN1 est nécessaire à l’activation de l’expression d’ENOD11 en 
réponse aux NFs ainsi qu’à la formation de nodules spontanés induits par une CCaMK auto-
active (Middleton et al., 2007). Des expériences de délétions de promoteur ont permis 
d’identifier des éléments cis dirigeant l’expression d’ENOD11 au cours des étapes de pré-
infection et d’infection (Boisson-Dernier et al., 2005; Andriankaja et al., 2007). En particulier, 
une région de 257 paires de bases en amont du codon d’initiation de la traduction a été définie 
comme suffisante pour l’expression d’ENOD11 au cours de l’infection rhizobienne (Boisson-
Dernier et al., 2005), alors qu’un élément cis entre -411 et -358 paires de bases en amont de 
l’ATG, appelé NF-box et présentant un motif GCC-like, confère l’expression d’ENOD11 en 
réponse aux NFs au cours des étapes de pré-infection (Boisson-Dernier et al., 2005; 
Andriankaja et al., 2007) (Figure 16). Cette dernière a été utilisée comme appât dans des 
expériences de simple hybride dans la levure, afin d’identifier des régulateurs 
transcriptionnels probables d’ENOD11 au cours de la signalisation NF, et a mené à 
l’identification de trois facteurs de transcriptions de la famille des ERFs, dont ERN1 (ERN1, 
ERN2, ERN3) (Andriankaja et al., 2007). Alors que ERN1 et ERN2 fonctionnent comme des 
activateurs transcriptionnels, ERN3 réprime l’activation de l’expression d’ENOD11 
dépendante de ERN1 et ERN2. Les rôles relatifs de ERN1/ERN2 et NSP1/NSP2 en aval de la 
voie de signalisation NF et dans l’activation de la transcription d’ENOD11 ont été récemment 
étudiés en détails (Cerri et al., 2012) (Figure 24I). Bien que NSP1/NSP2 et ERN1 activent 
tous deux l’expression d’ENOD11, deux régions séparées du promoteur d’ENOD11 sont 
impliquées. ERN1 est requis pour l’induction de l’expression d’ENOD11 en réponse aux NFs 







Figure 25. Implication de NIN dans les réponses épidermiques aux NFs ou à S. meliloti. 
(A) Structure schématique du facteur de transcription NIN (933 acides aminés). Sur la base de la conservation des 
séquences entre les homologues de MtNIN chez Medicago truncatula, le pois, et Lotus japonicus, cette protéine est 
composée de six domaines putatifs. Les domaines de I à III sont de fonction inconnue. NIN présente également un 
domaine hydrophobe transmembranaire (TM), un domaine de liaison à l’ADN (RWPxRK), et un domaine PB1 
d’interaction protéine-protéine. (B, C) Phénotype du mutant nod- Ljnin après inoculation par M.loti. Formation de 
courbures en crosse de berger chez une plante sauvage (B). Les courbures et les déformations des poils absorbants chez 
le mutant nin sont excessives (C). (D) La zone d’expression racinaire d’ENOD11 en réponse aux NFs est élargie chez 
le mutant Mtnin-1. Expression d’une fusion pENOD11 : GUS après 24 heures ou 4 jours de traitement aux NFs. La 
flèche indique le centre approximatif de la zone de réponse aux NFs observée en réponse aux NFs au début de 
l’expérience.  




au cours des étapes de pré-infection exclusivement, via sa liaison à la NF-box, alors que le 
dimère NSP1/NSP2 régule son expression au cours des étapes d’infection en se liant à la boîte 
d’infection (Cerri et al., 2012). De plus, au vu des profils d’expression de ERN1 et ERN2, il a 
été proposé que ERN1 serait impliqué dans les étapes qui précèdent et accompagnent la 
progression du cordon d’infection, alors que ERN2 serait plus spécifiquement impliqué dans 
certains stades d’infection. Le mutant ern1 peut être complémenté par l’expression de ERN2 
sous le contrôle du promoteur de ERN1, ce qui indique que ERN1 et ERN2 ont des activités 
transcriptionnelles similaires, et que leurs rôles différents au cours des étapes précoces de la 
symbiose sont une conséquence de leur spécificité d’expression spatio-temporelle (Cerri et al., 
2012). 
3.3. 3 NIN 
Les mutants nin (nodule inception) de Lotus et Medicago sont très altérés dans les 
processus d’infection rhizobienne et dans la division des cellules corticales (Schauser et al., 
1999; Marsh et al., 2007). De plus, ces mutants présentent des déformations de poils 
absorbants exagérées en réponse aux bactéries (Figure 25B-C), bien que les cordons 
d’infection soient rarement formés (Marsh et al., 2007). NIN code pour un facteur de 
transcription atypique, composé d’un domaine transmembranaire suivi d’un domaine 
RWPxRK de liaison à l’ADN, et d’un domaine PB1 d’interaction protéine-protéine (Figure 
25A). Il a été proposé que ce facteur de transcription localisé à la membrane plasmique, serait 
activé par protéolyse après la perception de son ligand (Schauser et al., 1999; Marsh et al., 
2007). Au cours de la voie de signalisation NF, l’expression de NIN est induite dans 
l’épiderme et dans le primordium nodulaire en formation (Schauser et al., 1999; Radutoiu et 
al., 2003), et son induction en présence de bactéries dépend de NFP, DMI et NSP. De plus, 
l’utilisation d’une fusion transcriptionnelle pENOD11 : GUS dans le mutant nin a montré que 
NIN régulerait négativement l’expression spatiale d’ENOD11 dans l’épiderme en réponse aux 
NFs (Marsh et al., 2007) (Figure 25D). L’absence de nodules induits par la forme auto-active 
de CCaMK chez le mutant nin a également permis de montrer que NIN est un régulateur 
essentiel de l’organogénèse, et fonctionnerait en aval de la voie de signalisation NF (Marsh et 
al., 2007). En réponse aux NFs, il a récemment été montré que NIN active l’expression d’une 
pectate lyase (LjNPL) indispensable à la progression des cordons d’infection à travers les 
poils absorbants racinaires et les nodules (Xie et al., 2012) (voir 1.3.3). Ces données 
soulignent le rôle important de NIN pour l’initiation de l’infection racinaire et l’interaction 
rhizobium-légumineuses. 
Figure 26. Transduction du signal NF dans l’épiderme. 
La perception des NFs à la membrane plasmique est accomplie par des LysM-RLKs, comprenant NFR1/NFR5 chez 
Lotus japonicus, ou NFP et probablement un autre LysM-RLK encore non-caractérisé chez Medicago truncatula. 
SINA4 interagit avec le domaine kinase de SYMRK/DMI2 et serait impliqué dans la dégradation de ce récepteur. Les 
oscillations calciques nucléaires sont observées dans les minutes qui suivent la perception des NFs. Le second 
messager responsable de l’activation de ces oscillations calciques n’a pas encore été identifié. Cependant, il pourrait 
être le produit de l’activité enzymatique des phospholipases C et D, ou de HMGR1, autre interacteur de 
SYMRK/DMI2. Les composants de la voie de signalisation ont été génétiquement placés en amont (SYMRK/DMI2, 
CASTOR/POLLUX/DMI1, NUP85, NUP133, NENA) ou en aval (CCaMK/DMI3, CYCLOPS/IPD3) des oscillations 
calciques. Plusieurs facteurs de transcription comme NSP1/NSP2, ERN1, et NIN activent l’expression des gènes 
symbiotiques (e. g. ENOD11) et agissent en aval de CCaMK/DMI3. MCA8, une pompe ATPase à calcium, est 
probablement impliquée dans la recapture des ions Ca2+ vers l’espace périnucléaire. Chez Lotus japonicus, l’absence de 
formation de cordons d’infections chez les doubles mutants nfr1/snf1 et nfr5/snf1 suggère l’existence d’une voie de 
signalisation parallèle dépendante de NFR1/NFR5, mais indépendante des autres composants de la voie. NAP1 et 
PIR1 pourraient être impliqués dans cette voie parallèle, en jouant un rôle dans la déformation des poils absorbants en 
réponse aux NFs. 




3. 4  Une voie parallèle 
Il a été observé que des mutants dans les gènes nup85, nup133, dmi1, dmi2, et ccamk 
initient certaines réponses aux NFs dans les poils absorbants racinaires (e.g. réponses de 
déformation des poils absorbants), qui sont absentes chez les mutants pour les récepteurs des 
NFs. Ces données suggèrent l’existence d’une voie de signalisation parallèle requise pour 
l’initiation de l’infection, dans le même temps que la voie de signalisation caractérisée 
précédemment (Esseling and Emons, 2004; Kanamori et al., 2006; Miwa et al., 2006b; Saito 
et al., 2007). Récemment, il a été montré que les mutants nfr1 et nfr5 transformés par une 
CCaMK auto-active ne forment pas de cordon d’infection (Hayashi et al., 2010; Madsen et 
al., 2010). Cela confirme l’hypothèse de l’existence d’une voie parallèle, et montre que bien 
que même si CCaMK est nécessaire à l’infection bactérienne, elle n’est pas suffisante. En 
outre, un deuxième signal, indépendant de la CCaMK, est probablement déclenché par 
l’activation des récepteurs aux NFs (Murray, 2011). PIR1 (121F-specific p53 inducible RNA 
1) et NAP1/RIT (Nck-associated protein 1), deux protéines impliquées dans l’organisation des 
filaments d’actine (Yokota et al., 2009; Miyahara et al., 2010), seraient impliquées dans cette 
voie parallèle, comme l’a montré l’utilisation de CCaMK auto-active dans les mutants 
correspondants (Madsen et al., 2010). 
Un modèle décrivant la voie de signalisation NF dans l’épiderme et intégrant la 
majorité des protéines décrites précédemment est proposé figure 26. 
3. 5  Cytokinines et organogénèse nodulaire 
La formation et la croissance des cordons d’infection doivent être spatialement et 
temporellement coordonnées à la formation du primordium nodulaire. Alors que 
généralement, chez Medicago, les cordons d’infection sont initiés dans les poils absorbants 
racinaires, le primordium nodulaire se développe à partir des cellules du cortex interne de 
manière concomitante. Pour former un nodule fonctionnel, les cordons d’infection doivent 
atteindre les cellules du primordium au bon moment. La formation des cordons d’infection et 
des primordia nodulaires sont tous deux induits par les NFs. Dans tous les mutants décrits 
jusque là, une perte de toutes les réponses induites par les NFs dans l’épiderme est toujours 
corrélée à une perte de divisions corticales induites par les NFs (Kouchi et al., 2010; Madsen 
et al., 2010; Oldroyd et al., 2011). Ainsi, la recherche de mutants dans lesquels les réponses 
épidermiques et corticales peuvent être découplées a permis de mieux comprendre l’origine 
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Figure 27. Les cytokinines et l’organogénèse nodulaire. 
(A, B) Primordium nodulaire induit par des cytokinines exogènes. Formation d’un primordium nodulaire dans des 
racines de Lotus japonicus exprimant une construction pNIN : GUS, en croissance sur un milieu contenant du 
benzylaminopurine (BAP, cytokinine de synthèse) à une concentration de 10-8 M. Les flèches indiquent les divisions 
cellulaires corticales induites par les cytokinines, et l’activité GUS est observée dans et autour des cellules en division. 
(C, D) Evènements précoces de nodulation chez une plante dérégulée pour le gène CRE1 par la méthode de RNAi 
chez Medicago truncatula. L’infection par S. meliloti est visualisée grâce au gène rapporteur LacZ exprimé par les 
bactéries. Les cordons d’infection sont arrêtés à l’entrée du cortex et les divisions cellulaires corticales sont absentes 
chez les plantes RNAi (D). Barres = 10µm (A), 20µm (B), 25µm (C-D). 




potentielle du signal induisant l’organogénèse nodulaire. Chez Lotus japonicus, un tel mutant, 
hit1 (hyperinfected 1), a été identifié, et le gène correspondant code pour un récepteur 
membranaire aux cytokinines appelé LHK1 (Lotus histidine kinase) (Murray et al., 2007a; 
Tirichine et al., 2007). Les mutants hit1-1 à hit1-3 sont incapables de former des nodules, 
alors que les réponses épidermiques comme la formation des cordons d’infection ne sont pas 
bloquées (Murray et al., 2007a). Cependant les cordons d’infection chez le mutant hit1 sont 
généralement arrêtés à la base des cellules épidermiques et ne pénètrent pas dans le cortex 
racinaire. Ce défaut d’infection est probablement lié à la perte d’activation des cellules 
corticales et à l’absence conséquente de ponts cytoplasmiques à travers lesquels les cordons 
d’infection sont guidés dans les cellules corticales (Murray et al., 2007a). Comme chez le 
lotier, les mutants cre1 de Medicago truncatula ou les plantes dont l’expression du gène 
CRE1 est dérégulée sont également incapables d’induire la formation de primordia nodulaires, 
et les cordons d’infections sont généralement bloqués dans l’épiderme racinaire ou lors de la 
pénétration dans le cortex (Gonzalez-Rizzo et al., 2006; Plet et al., 2011) (Figure 27C-D). 
Il a été montré que l’application de cytokinines sur les racines de légumineuses induit 
la formation de primordia nodulaires (Figure 27A-B) de manière dépendante de LHK1/CRE1 
(Heckmann et al., 2011). Cette activation des primordia nodulaires est associée à l’induction 
de l’expression de nodulines précoces telles que NIN ou ENOD40 (Fang and Hirsch, 1998; 
Heckmann et al., 2011) (Figure 27A-B). Il a ainsi été proposé que les cytokinines soient le 
signal de courte distance qui relierait la signalisation NF dans l’épiderme aux divisions 
cellulaires corticales. En d’autres mots, il est probable que la signalisation NF induise la 
synthèse de cytokinines dans l’épiderme, qui diffuseraient dans le cortex et activeraient la 
formation du primordium nodulaire, même si une telle hypothèse reste à confirmer. La 
signalisation en réponse aux cytokinines ne semble être déclenchée que dans le péricycle et le 
cortex racinaire, comme le montrent les localisations d’expression de CRE1 ou RR4, gène de 
réponse primaire aux cytokinines (Lohar et al., 2004; Plet et al., 2011). Il a donc été proposé 
que les cytokinines soient perçues par CRE1/LHK1 dans le péricycle ou le cortex, où 
l’expression de NIN est activée par le facteur de transcription dimérique NSP1/NSP2 
(Oldroyd et al., 2011). 
L’activation de la formation de primordia nodulaires par les cytokinines est en effet 
dépendante de la présence des facteurs de transcription NIN, NSP1 et NSP2 (Heckmann et al., 





dans la génération des oscillations calciques ou de CCaMK impliquée dans la perception de 
ces oscillations. De plus, une mutation gain de fonction dans le domaine extracellulaire de 
LHK1 confère au mutant de Lotus japonicus snf2 la formation de nodules spontanés en 
absence de bactéries (Tirichine et al., 2007). Il est à noter que la formation des nodules 
spontanés chez ce mutant dépend des facteurs de transcription NIN et NSP2 (et probablement 
NSP1), mais ne requière pas NFR1, NFR5, SYMRK ou CCaMK. Ainsi il apparaît que 
certains facteurs de transcription impliqués dans les étapes de pré-infection et d’infection 
rhizobienne sont également requis dans les tissus racinaires plus internes pour accomplir leur 
rôle au cours de l’organogénèse nodulaire en réponse aux cytokinines. 
3. 6  Autres gènes requis pour l’infection 
L’identification de mutants perte de fonction (knock-out : KO) a permis d’établir une 
importante liste de gènes impliqués dans l’infection bactérienne (Charpentier and Oldroyd, 
2010). Cependant l’analyse de mutants alléliques faibles ou la réduction partielle de 
l’expression de certains gènes comme les RLKs symbiotiques par RNAi montrent que ceux-ci 
jouent également un rôle au cours de l’infection rhizobienne. Cette hypothèse s’appuie 
notamment sur l’expression de NFP, LYK3 et DMI2 avant et pendant l’infection rhizobienne, 
et dans la zone II du nodule chez Medicago (zone continuellement infectée), mais pas dans la 
zone III de fixation. L’activité des protéines responsables de la génération des oscillations 
calciques ainsi que de CCaMK et CYCLOPS/IPD3 est probablement maintenue, étant donné 
que les oscillations calciques sont présentes dans toutes les cellules autour du cordon 
d’infection (Sieberer et al., 2009; Sieberer et al., 2012). De plus, les rhizobia continuent de 
sécréter des NFs au cours de la progression du cordon d’infection. 
3.6. 1 Les micro-domaines membranaires 
La réduction de l’expression de deux flotillines dans les racines de Medicago 
truncatula mène à la réduction du nombre de cordons d’infection (Haney and Long, 2010). 
FLOT2 et FLOT4 sont localisées dans des micro-domaines membranaires. Après inoculation, 
FLOT4 est uniquement localisé à l’apex du poil absorbant en élongation, et lors de la 
progression du cordon, cette protéine est localisée dans les membranes du cordon d’infection 
en développement (Haney and Long, 2010). L’expression de FLOT2 et FLOT4 est induite par 





Une rémorine exprimée spécifiquement au cours de la nodulation, appelée 
SYMREM1, est impliquée dans l’infection chez Medicago truncatula (Lefebvre et al., 2010). 
En effet, une réduction de l’expression de SYMREM1 par RNAi affecte fortement la 
progression des cordons d’infection à travers les poils absorbants racinaires (Lefebvre et al., 
2010). SYMREM1 interagît avec LYK3, NFP, et SYMRK via sa région C-terminale 
composée d’un domaine « coiled-coil » très conservé dans la famille des rémorines (Popp and 
Ott, 2011). Elle pourrait agir comme une protéine de soutien moléculaire qui facilite 
l’assemblage des complexes de signalisation à la membrane plasmique (Lefebvre et al., 2010). 
La localisation prédominante de SYMREM1 dans les micro-domaines membranaires 
permettrait le recrutement des composants de signalisation et de protéines impliquées dans les 
réarrangements membranaires comme les flotillines. 
3.6. 2 Protéines de fonctions inconnues 
Récemment, plusieurs gènes jouant des rôles dans l’infection ont été identifiés par des 
approches génétiques et biochimiques. Chez les mutants lin (lumpy infection) et cerberus de 
Medicago truncatula et Lotus japonicus, respectivement, la plupart des cordons d’infection 
sont arrêtés dans l’épiderme, et les nodules ne sont jamais colonisés (Kiss et al., 2009; Yano 
et al., 2009). Les gènes mutés chez ces deux mutants sont deux gènes orthologues codant pour 
des protéines U-Box/WD40. LIN et CERBERUS ont probablement la même fonction, 
puisque l’expression de LIN chez un mutant cerberus de Lotus japonicus restaure la 
nodulation de ce dernier (Kiss et al., 2009). Le domaine U-Box est un domaine conservé chez 
les E3 ubiquitine-ligases qui ubiquitinent des protéines substrats pour permettre leur adressage 
au protéasome 26S. La nodulation spontanée activée par une CCaMK auto-active est 
indépendante de LIN ; LIN/CERBERUS ne seraient donc pas requis pour l’organogénèse 
nodulaire. Par contre, les nodules spontanés formés chez le mutant cerberus de lotier ne sont 
pas infectés (Madsen et al., 2010). Un autre mutant, rpg, est affecté dans le processus de 
courbure des poils absorbants racinaires, et dans la progression des cordons d’infection 
(Arrighi et al., 2008). RPG code pour une protéine possédant quatre régions coiled-coil, et 
localisée dans le noyau. L’expression de RPG est fortement réduite chez les mutants lin et hcl 
(lyk3), suggérant une action en aval de ces deux gènes. Cependant, l’expression de RPG chez 
les mutants nin, nsp1, nsp2, ou ern1 n’a pas été déterminée et son implication dans la voie de 





3.6. 3 VAPYRIN et PUB1, un rôle pour la sécrétion au cours de 
l’infection ? 
Le dépôt de protéines à la membrane plasmique et la sécrétion dans l’apoplaste 
d’enzymes de dégradation de la paroi végétale sont des évènements requis pour l’attachement 
des rhizobia aux poils absorbants racinaires, la voie de signalisation NF, et l’initiation du 
cordon d’infection. De plus, la croissance du cordon d’infection requière un dépôt permanent 
de composants pariétaux (Oldroyd and Downie, 2008). Le gène VPY (VAPYRIN) est essentiel 
au bon développement des cordons d’infection (Murray et al., 2011). Chez les mutants vpy, 
les cordons d’infection sont arrêtés au stade de micro-colonies, ou sont très élargis dans le 
poil absorbant, aboutissant à un blocage de leur croissance. De plus, chez une plante sauvage, 
l’expression de VPY est inductible par les NFs ou une inoculation bactérienne, 
préférentiellement dans l’épiderme racinaire. Cette induction est dépendante de CCaMK mais 
pas de NIN, ce qui révèle l’existence d’une voie indépendante de NIN requise pour l’infection 
(Murray et al., 2011). La protéine VPY contient un domaine MSP (major-sperm) et un 
domaine « ankyrin-repeat ». Chez les humains, la protéine VAP33 qui contient un domaine 
MSP interagit avec un membre du complexe SNARE pour réguler l’adressage à la membrane 
de transporteurs de glucose en réponse à l’insuline, de manière dépendante de l’exocyste. 
L’exocyste est un complexe octomérique permettant l’attachement à la membrane des 
vésicules provenant du golgi avant l’assemblage du complexe SNARE au cours de 
l’exocytose (Zhang et al., 2010). Une autre protéine impliquée dans l’infection rhizobienne 
semble également liée aux processus d’exocytose. La protéine PUB1 (plant U-Box 1) a été 
identifiée à l’issue d’un criblage d’interacteurs de LYK3 dans le système double hybride 
(Mbengue et al., 2010). C’est une E3-ubiquitine ligase phosphorylée par le domaine kinase de 
LYK3, et la réduction de l’expression de PUB1 par RNAi augmente la fréquence des cordons 
d’infection chez un mutant lyk3, suggérant que PUB1 est un régulateur négatif de l’infection. 
De la même manière que VPY, l’induction de l’expression de PUB1 par les NFs est 
dépendante de CCaMK mais pas de NIN (Mbengue et al., 2010). Chez Arabidopsis, un 
homologue de PUB1 (ARC1) qui interagit également avec un récepteur kinase, a été montré 
comme interagissant avec EXO70A1, un membre du complexe exocyste (Gu et al., 1998). Il 
est ainsi probable que PUB1 et VPY soient impliqués dans la régulation de la sécrétion au 
cours de l’infection rhizobienne de manière dépendante des NFs, même si un tel rôle pour ces 
protéines reste à démontrer.  
Figure 28. Modèle génétique des voies de signalisation impliquées dans la nodulation. 
Deux voies parallèles sont représentées. La voie de signalisation dépendante de NFP et des gènes DMI est à la fois 
impliquée dans l’organogénèse nodulaire et l’infection (flèches bleues). Cette voie, peu sélective quant à la structure 
des NFs, est requise pour l’activation des oscillations calciques et mène à l’activation de CCaMK/DMI3. L’introduction 
de CCaMKT265D auto-active dans le mutant cyclops aboutit à la formation de nodules, mais qui ne sont pas infectés. 
Ces données suggèrent un rôle important pour CYCLOPS/IPD3 au cours de l’infection. La voie d’entrée, sélective 
quant à la structure des NFs, dépend de LYK3 et NFP. L’introduction de CCaMKT265D auto-active dans les mutants de 
lotier nfr1 ou nfr5 ne permet pas la formation de cordons d’infection, suggérant l’existence d’une bifurcation dans la 
voie de signalisation en aval des récepteurs aux NFs, menant  à la déformation des poils absorbants, via l’action de 
RIT/NAP1 et PIR1. 




3. 7  L’infection rhizobienne et l’organogénèse nodulaire, une 
signalisation croisée 
Les gènes décrits précédemment peuvent être groupés en deux classes différentes : 
ceux dont les mutants ne présentent ni de divisions corticales ni de cordons d’infection, et 
ceux dont les mutants sont exclusivement affectés dans l’infection rhizobienne. Récemment, 
une étude génétique a été effectuée chez Lotus japonicus dans le but de disséquer les rôles de 
tous ces gènes au cours de l’infection et de l’organogénèse nodulaire (Madsen et al., 2010). 
Dans cette étude, les auteurs ont croisé les différents mutants de la voie de signalisation NF 
avec des mutants snf1 (CCaMK auto-active) ou snf2 (LHK1 auto-actif). Alors que les mutants 
simples symrk (dmi2), nup133, nup85, et castor/pollux (dmi1) sont bloqués dans le processus 
d’infection et l’organogénèse nodulaire, ces deux processus symbiotiques sont rétablis dans 
un fond génétique snf1. Ces données indiquent que dans la voie de signalisation NF, le rôle 
majeur de ces gènes réside dans l’activation de CCaMK pour permettre l’infection 
rhizobienne et l’organogénèse nodulaire. Cependant, dans le fond génétique snf1, les gènes 
NFRs sont requis pour l’initiation du cordon d’infection, alors que NAP1 et PIR1 sont requis 
pour la progression du cordon d’infection. L’explication la plus simple à ces observations 
serait la présence d’une deuxième branche juste en aval des récepteurs NFRs dans la voie de 
signalisation NF, impliquée exclusivement dans l’infection rhizobienne, et dans laquelle se 
situeraient NAP1 et PIR1 (Madsen et al., 2010). 
L’absence d’infection dans les primordia du mutant cyclops après expression d’une 
CCaMK auto-active, et l’interaction protéine-protéine entre CCaMK et CYCLOPS, indiquent 
que CYCLOPS/IPD3 constitue un nœud transversal dans la voie de signalisation NF, entre la 
voie d’organogénèse et la voie d’infection (Messinese et al., 2007; Yano et al., 2008; Madsen 
et al., 2010). L’infection altérée chez le double mutant cyclops/snf2 renforce cette hypothèse, 
et indique que les composants responsables de ce branchement entre la voie organogénèse et 
la voie infection dépendent de l’activité de CCaMK et agissent en amont des réponses aux 
cytokinines. Ainsi, le double mutant snf1/hit1 (hit1 : mutant K.O de LHK1) forme des cordons 
d’infections normaux, contrairement au double mutant ccamk-13/snf2 (Madsen et al., 2010). 
Sur la base des travaux effectués jusqu’à présent chez Lotus japonicus et Medicago 
truncatula, un modèle intégrant la voie de signalisation NF et la voie d’entrée suggérée au 
départ par Ardourel et al. (1994) est représenté sur la figure 28. La voie de signalisation NF 





NIN. Cette voie peu sélective quant à la structure des NFs mène à l’organogénèse nodulaire, 
via l’activation d’un récepteur aux cytokinines dans le cortex racinaire, mais est également 
impliquée dans le processus d’infection rhizobienne. Alors que les mutants nfp de Medicago 
truncatula sont bloqués dans toutes les réponses précoces induites par les rhizobia (flux 
calciques, oscillations calciques, expression des nodulines précoces, formation des cordons 
d’infection et division des cellules corticales), les mutants lyk3 inoculés ne sont pas affectés 
dans l’activation des divisions corticales (Catoira et al., 2001). Ainsi, en parallèle de la voie 
de signalisation dépendante de NFP, la voie d’entrée menant à l’infection rhizobienne est 
sélective quant à la structure des NFs, et requiert la présence de NFP et LYK3.  
3. 8  L’auto-régulation de la nodulation (AON) 
Bien que la fixation azotée symbiotique soit fortement bénéfique aux légumineuses, le 
processus de nodulation représente un coût énergétique important. Par conséquent, les 
légumineuses restreignent la formation des nodules à un nombre minimal requis pour un 
apport optimal en azote. Plusieurs mécanismes sont impliqués dans cette régulation négative 
de la nodulation. L’éthylène agit localement dans la racine pour réguler la signalisation NF et 
le positionnement correct des nodules (Kouchi et al., 2010). Un autre mécanisme, l’AON 
(auto-regulation of nodulation), implique une communication longue distance reliant les 
racines aux parties aériennes (Kouchi et al., 2010) (Figure 29A). Cette communication est en 
lien étroit avec la signalisation précoce en réponse aux NFs (Mortier et al., 2010; Saur et al., 
2011; Mortier et al., 2012). On pense que l’AON est constituée de deux signaux : un signal 
dérivé des racines, et un signal dérivé des parties aériennes de la plante. Le premier est généré 
dans les racines en réponse aux NFs, puis transloqué dans les parties aériennes. A ce niveau, 
le second signal généré dans les parties aériennes est transloqué dans les racines pour 
restreindre la nodulation. Logiquement, les mutants affectés dans l’AON présentent des 
phénotypes d’hyper-nodulation. Les gènes responsables de ces phénotypes ont été clonés. 
Parmi eux, le récepteur kinase LRR MtSUNN/LjHAR1, ayant une grande similarité avec 
CLAVATA1 (CLV1), serait la protéine qui perçoit le signal dérivé des racines (Krusell et al., 
2002) (Figure 29A). La protéine KLAVIER (KLV), un autre LRR-RLK, agirait de concert 
avec HAR1dans la perception de ce signal chez Lotus japonicus (Oka-Kira et al., 2005). 
L’expression des gènes HAR1/SUNN et KLV est localisée dans les tissus vasculaires des 
feuilles, des pétioles, des tiges et des racines (Kouchi et al., 2010; Schnabel et al., 2012). 
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Figure 29. Auto-régulation de la nodulation et interférence avec la signalisation NF. 
(A) Modèle expliquant l’auto-régulation de la nodulation (AON) dépendante des récepteurs kinase LRR. (1) La 
perception des NFs initie la nodulation, mais également la production d’un signal inhibiteur dérivé des racines. (2) Les 
peptides CLE12 et CLE13 de Medicago truncatula font probablement partie de ce signal et seraient transportés vers les 
parties aériennes. Le récepteur LRR-RLK SUNN/HAR1/NTS/SYM29, de concert avec KLAVIER, seraient impliqués 
dans la perception des peptides CLE. (3) Ils éliciteraient la production d’un signal dérivé des parties aériennes, qui en 
retour inhiberait la nodulation (4). (B) Interférence entre l’AON et la voie de signalisation NF. L’induction de 
l’expression de MtCLE13 par les cytokinines dépend de CRE1 et NIN, mais pas de NSP2 et ERN1, ce qui suggère que 
deux voies parallèles sont déclenchées par les cytokinines dans le cortex. Une voie est requise pour l’activation des 
facteurs de transcription NSPs, ERN1, et NIN, aboutissant aux divisions cellulaires corticales. L’autre voie implique 
MtCLE13, qui inhiberait indirectement la nodulation.  




Une autre question importante reste la nature du signal dérivé des racines. Les 
similarités importantes entre SUNN/HAR1 et CLV1 suggèrent que SUNN puisse lier des 
peptides CLV3/EMBRYO SURROUNDING REGION (CLE) (Ogawa et al., 2008). Les 
peptides CLE sont des protéines secrétées de 12 à 13 acides aminés qui font partie d’une large 
famille multigénique. Chez Medicago truncatula, l’expression ectopique de CLE12 et CLE13 
réduit ou bloque fortement la nodulation par un mécanisme qui dépend de la présence de 
SUNN/HAR1 (Mortier et al., 2010; Saur et al., 2011; Mortier et al., 2012). A l’inverse, la 
réduction de l’expression de ces gènes par RNAi augmente le nombre de nodules formés chez 
Medicago. Au cours de la nodulation, CLE13 est exprimé dans le cortex racinaire en réponse 
aux NFs, et son induction dépend de la présence de CRE1, plaçant ainsi CLE13 en aval de la 
perception des cytokinines dans le contrôle de l’organogénèse nodulaire (Mortier et al., 2010; 
Mortier et al., 2012) (Figure 29B). En réponse aux cytokinines, l’induction de ce gène dépend 
de la présence de CRE1, et du facteur de transcription NIN, mais pas des NSPs ni de ERN1. 
Ces résultats suggèrent que CLE13 agit en aval de NIN, mais indépendamment de ERN1, 
NSP1 et NSP2, qui jouent pourtant un rôle dans la signalisation induite par les cytokinines. 
4. Les facteurs de transcription NF-Y 
Dans le but d’obtenir un meilleur aperçu des mécanismes impliqués dans la régulation 
du développement nodulaire chez Medicago truncatula, des études transcriptomiques ont été 
effectuées dans l’équipe d’accueil, et ont mené notamment à l’identification d’un grand 
nombre de gènes codant pour des facteurs de transcription dont l’expression est affectée au 
cours de la nodulation (El Yahyaoui et al., 2004; Moreau et al., 2011). L’expression d’un de 
ces gènes, MtNF-YA1 (nuclear factor Y subunit A1) (précédemment appelé MtHAP2-1), est 
fortement induite au cours du développement nodulaire (El Yahyaoui et al., 2004) (Figure 
30A). NF-YA1 code pour une sous-unité du complexe hétéro-trimérique NF-Y, comprenant 
NF-YA, NF-YB et NF-YC. Ce facteur de transcription est le complexe majeur qui se lie aux 
éléments cis CCAAT présents chez de nombreux promoteurs eucaryotes (Dolfini et al., 2012). 
Alors que chez les mammifères et la levure, chaque sous-unité n’est codée que par un seul 
gène, les membres NF-YA, NF-YB et NF-YC de plantes appartiennent à des familles 
multigéniques. Ainsi, une recherche dans le génome de Medicago truncatula a mené à 
l’identification de 8 NF-YAs, 19 NF-YBs, et 10 NF-YCs différents. L’apparition de familles 
multigéniques pour chaque sous-unité NF-Y chez les plantes a fait l’objet d’une revue 
bibliographique récente rédigée au cours de ma thèse (Laloum et al., 2012).
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ReviewTranscription factors belonging to the CCAAT-box bind-
ing factor family (also known as the Nuclear Factor Y) are
present in all higher eukaryotes. Studies in plants have
revealed that each subunit of this heterotrimeric tran-
scription factor is encoded by a gene belonging to a
multigene family allowing a considerable modularity. In
this review, we focus on recent findings concerning the
expression patterns and potential functions of different
members of these NF-Y protein families using a phylo-
genetic approach. During the course of evolution plant
CCAAT-box binding factors seem to have diversified into
at least two main groups. The first group has more
general expression patterns and/or functions whereas
the second group has acquired more specific expression
patterns and/or functions and could play key roles in
specific pathways.
A heterotrimeric transcription factor extensively studied
in animal systems
In most species, the CCAAT-binding factor (CBF), also
known as the Nuclear Factor Y (NF-Y) or Heme Activator
Protein (HAP) is composed of three subunits: NF-YA (also
termed CBF-B, HAP2), NF-YB (CBF-A, HAP3), and NF-
YC (CBF-C, HAP5) [1] (Figure 1a). A fourth subunit,
HAP4, is only present in fungi where it provides the
transcriptional activation domain [2]. In recent years the
majority of publications in mammals and various plant
species have preferentially used the name NF-Y, in partic-
ular in Arabidopsis, following the recommendations for a
simplified Arabidopsis nomenclature made in a recent
publication [3]. We respectfully propose that this nomen-
clature should from now on be used for all plant CCAAT-
box binding factor encoding genes and be referred to as
GsNF-Y (GsNF-YAx, GsNF-YBy, and GsNF-YCz), in
which Gs is the species initials (e.g., MtNF-Y for Medicago
truncatula). The Nuclear Factor Y (NF-Y) complex has
been extensively studied in animal systems; for reviews,
see [1,4,5]. Although all three subunits have been shown in
vitro to be essential for binding to the CCAAT-box [6,7],
NF-YA is the subunit that makes sequence-specific contact
with CCAAT boxes [8]. NF-YB and NF-YC possess histone-
fold motifs that allow them to form a tight dimer, the
crystal structure of which has been determined [9]. This
dimer can then interact with NF-YA, and by analogy withCorresponding author: Niebel, A. (andreas.niebel@toulouse.inra.fr).
1360-1385/$ – see front matter  2012 Elsevier Ltd. All rights reserved. http://dx.doi.org/10.101the histone H2A-H2B dimer, binds to DNA non-specifically
[9,10]. Binding of NF-Y to promoters has been associated
with both positive and negative histone post-translational
modifications [4,11–15]. The NF-Y complex can thus act
either as a transcriptional activator or as a repressor, and
its activity can be modulated by interaction with other
transcription factors (TFs) or regulatory proteins such as
TFIID, SP1 or P53 [16–19]. The transcription activation
domain of the complex is composed of glutamine-rich,
hydrophobic domains, which are found both in the N-
terminus of NF-YA and in the C-terminus of NF-YC
[20]. In mammals, NF-Y is required to activate develop-
mentally regulated genes, particularly during the progres-
sion of the cell cycle [1,21,22]. For example, NF-Y controls
the activation of mitotic cyclins [18,23,24]. The role of NF-Y
as a central regulator of cell proliferation and early devel-
opment has been further demonstrated by a study that
showed that inactivation of the NF-YA gene in transgenic
mice leads to embryo lethality at early stages of develop-
ment [25].
Compared with what is known about the structure and
function of NF-Y in animals, our knowledge about NF-Y in
plants is lagging some way behind. However, studies on
plant NF-Y genes in model and crop plants are accumulat-
ing and suggest that these genes play a role in a wide range
of processes. Whereas in animals each NF-Y subunit is
encoded by a single gene, structural and functional diver-
sification has occurred in plants, leading to the emergence
of gene families comprising between eight and 39 members
for each subunit. Gene duplication resulting from either
whole genome duplications or single gene tandem duplica-
tions is a striking feature of plant genomes [26]. For some
categories of genes, such as TFs, it has been suggested that
more than 90% of the increase in gene numbers is a
consequence of whole genome duplication events [27].
NF-Y genes are thus a good focus of study to better under-
stand gene family expansion and diversification in the case
of TF gene families in plants. To characterize the function-
al specialization events observed for some NF-Y copies in
plants, we have performed a phylogenetic analysis of the
three NF-Y protein families in four sequenced plant gen-
omes (Figures 2–4). These include three plant species for
which several expression and functional studies of NF-Y
genes have been conducted, the monocot rice (Oryza
sativa), the dicot Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), and
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Figure 1. Hypothetical assembly of the NF-Y heterotrimer in plants and conserved domains of the three NF-Y subunits. (a) Nomenclature found for CCAAT-box binding
factor encoding genes in the literature. (b) Amino acid alignment of conserved domains of NF-YA proteins from different organisms: Hs, Homo sapiens; Sc, Saccharomyces
cerevisiae; At, Arabidopsis thaliana; Os, Oryza sativa (rice); Mt, Medicago truncatula; Gm, Glycine max (soybean). For the plant NF-YA proteins, we used the Arabidopsis NF-
YA closest to HsNF-YA: AtNF-YA1 and its closest homologs in rice, M. truncatula and soybean. Numbers between brackets correspond to the actual amino acid numbers
within each protein. The NF-YA conserved region is composed of two alpha-helices [8,30,31]: A1 (indicated by cyan and blue bars) mediates the NF-YB–NF-YC interaction
and A2 (black bar) is responsible for the CCAAT-binding. These two domains are highly conserved: there is about 80% amino acid identity between the protein interaction
and the DNA binding domains of human NF-YA and plant NF-YAs. The three red boxes correspond to the three nuclear localization sequences collectively required for
binding of HsNF-YA to the importin b [84]. (c), (d) Amino acid alignment of conserved domains of NF-YB and NF-YC proteins from Arabidopsis, rice, M. truncatula and
soybean using the Arabidopsis NF-YB and NF-YC closest to HsNF-YB and Hs NF-YC: i.e., AtNF-YB10, AtNF-YC3, and their closest orthologs. Secondary structures (solid blue
rectangles for alpha-helices and solid black lines for coils) are represented on the top of the alignment, based on [9]. The DNA-binding and subunit-binding domains are
represented by black and colored bars, respectively [6,9,85,86]. A green box indicates the conserved lysine (K) that allows the conversion of a non-LEC1-type NF-YB into a
LEC1-type NF-YB when changed into an aspartate [50]. (e) Localization and DNA binding of the NF-Y heterotrimer in plants. To date, there has been no in-depth study of the
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Figure 2. Phylogenetic relationships between NF-YA proteins from Arabidopsis thaliana (10 proteins), Oryza sativa (rice) (10 OsHAP2s), Medicago truncatula (8) and Glycine
max (soybean) (20). Note that in soybean, the large number of NF-Y sequences (approximately double) can be explained by a recent whole-genome sequence duplication.
The tree has been reconstructed using maximum likelihood under the general time-reversible model as implemented in the PhyML software [89], following protein-based
alignment of full-length sequences using multiple sequence comparison by log-expectation (MUSCLE) [90]. Bootstrap support (based on 100 repetitions) is shown for each
node (values < 50 are not shown). Reconciliation of the protein and species trees shows that all the genes most parsimoniously originated from four genes in the ancestor
of the angiosperms (pink) and six genes in the ancestor of legumes (gray), corresponding to the most recent nodes containing genes from the species considered. The
positions of likely rosid- and legume-specific gene duplications are indicated by white and black circles, respectively. Tissular expression for each gene comes from
available microarray databases (Medicago truncatula Gene Expression Atlas, http://mtgea.noble.org/v2/; the Transcriptome Atlas of Glycine max, http://
digbio.missouri.edu/soybean_atlas; the Rice XPro database, http://ricexpro.dna.affrc.go.jp/GGEP/index.html; and Arabidopsis GENEVESTIGATOR Plant Biology, https://
www.genevestigator.com/gv/plant.jsp), as well as published expression analysis studies. For all three NF-YA, NF-YB and NF-YC subunits, genes with either ubiquitous or
more specialized expression patterns can be found. Interestingly, genes belonging to the legume subgroup of ancestral subgroup 1 have a specialized expression pattern,
being predominantly expressed in nodules and roots, which correlate with the function identified for MtNF-YA1. In addition, most genes belonging to subgroups 3 and 4
have similar expression patterns, with strong expression mainly in flowers and leaves (subgroup 3), and seeds (subgroup 4) (indicated by vertical black bars). The colored
arrows indicate the genes for which functional analyses have been performed using loss-of-function and overexpression experiments. References are indicated in square
brackets. The M. truncatula protein sequences have been submitted to GenBank and the accession numbers corresponding to MtNF-YA1 to MtNF-YA8 are JQ918266 to
JQ918273, respectively.
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edge concerning plant NF-Y genes and focuses on their
structure and function from an evolutionary point of view,
considering in particular why there are so many more NF-
Y genes in plants compared to animals.
NF-YA subunits
Plant genes belonging to the NF-YA family encode putative
TFs that are variable in length (e.g., 207–347 amino acids
for M. truncatula) and, like their animal homologs, have no
obvious similarity to other TF families, except that their
DNA binding domain shares some homology with the CCTNF-Y assembly in plants. However, it appears that, as in animals, plant NF-YA subunits a
is variable. Although AtHAP3b has been described as nuclear in leaf epidermal an
accumulated in the cytoplasm [38,82], and their transport to the nuclei is mediated by the
is different from that of mammalian NF-YBs, which shows a nuclear localization [10]. Bi
shown NF-YB–NF-YC dimerizations in the nucleus, even though some fluorescent signa
mammals, a tight NF-YB–NF-YC heterodimer is assembled in the cytoplasm and is the
provide the CCAAT-binding specificity. Nevertheless, it has been proposed that plant NF
replaced by other TFs [87]. Arrows point from the NF-Y subunits towards the names odomain of the nuclear flowering time regulator CON-
STANS (CO) [28,29]. NF-YA proteins are characterized
by two domains that are strongly conserved in all higher
eukaryotes examined to date. Early work in yeast and
mammalian systems, using amino acid substitutions with-
in these conserved domains coupled to DNA binding and
subunit interaction tests in vitro, elegantly defined a first
domain (A1) of 20 amino acids forming a putative alpha
helix that appears to be crucial for the interaction with NF-
YB and NF-YC [8,30,31]. A second adjacent domain (A2) of
21 amino acids, separated from A1 by a conserved linker
sequence, was shown to be required for specific DNAre exclusively localized in the nucleus [38,82]. The subcellular localization of NF-YB
d root tip cells of Arabidopsis [55], other AtNF-YB subunits are predominantly
ir interactions with NF-YC subunits [82]. The cytoplasmic accumulation of AtNF-YB
molecular Fluorescence Complementation (BiFC) experiments have predominantly
l is present in the cytoplasm [82]. Together, these data strongly suggest that, as in
n translocated in the nucleus where the NF-YA subunit binds to it and is likely to
-Y proteins could also bind CCAAT-box-free sequences when the NF-YA subunit is
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Figure 3. Phylogenetic relationships between NF-YB proteins from Arabidopsis thaliana (13 proteins), rice (Oryza sativa) (12 OsHAP3s), Medicago truncatula (19) and
soybean (Glycine max) (39). The same approach has been used as that for the NF-YA tree (Figure 2). All the NF-YB genes are likely to have originated from a total of six
genes in the angiosperm ancestor (blue). The developmental processes for which functional data are available are shown with colored arrows as in Figure 2. It has been
suggested that there are two types of NF-YB genes: (i) The LEC1-type, which includes LEC1 and L1L genes and is composed of genes exclusively expressed during seed
development, and for which a clear role during Arabidopsis embryogenesis has been shown; and (ii) the non-LEC1-type NF-YBs, which comprise four subgroups. Most of
these genes have ubiquitous expression patterns in different plant organs, and several have been implicated in more than one biological process, as has been shown, for
example, for AtNF-YB2, which plays a role in flowering time control and root elongation. This suggests a more general role for these NF-YBs. We decided to include two
more divergent subgroups (6 and 7) in this tree, composed of proteins that share significant amino acid homology (30% identity) with both NF-YB and NC2b proteins. In
animals, the NC2b proteins are transcriptional repressors of the TATA-binding protein (TBP); they contain histone-fold domains and act in complexes with NC2a proteins
that share similarities with the NF-YC subunits [4,91]. No interaction has been observed in yeast between NF-YC proteins and Arabidopsis proteins from these NC2 groups
[82], suggesting that they might be functionally different from the other NF-YBs. The accession numbers corresponding to MtNF-YB1–MtNF-YB19 are JQ918274–JQ918292,
respectively.
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Figure 4. Phylogenetic relationships between NF-YC proteins from Arabidopsis thaliana (13 proteins), Oryza sativa (rice) (8 OsHAP3s), Medicago truncatula (11) and Glycine
max (soybean) (27). The same approach as that for the NF-YA and NF-YB trees has been used (Figures 2 and 3). All the NF-YC genes probably originated from a total of
seven genes in the angiosperm ancestor (cyan). As is the case for the non-LEC1-type NF-YBs, there is no clear correlation between the phylogenetic position of NF-YCs and
their tissular expression. Several of these genes have ubiquitous expression patterns, even though some have been implicated in specific biological processes (colored
arrows) such as AtNF-YC1 and AtNF-YC4. As in Figure 3, we included two more divergent subgroups in this tree composed of proteins that share significant similarities with
both NF-YC and NC2a proteins [4,91] (see legend of Figure 3). With the exception of AtNF-YC11, which was shown to interact with only one NF-YB subunit (AtNF-YB3) in
yeast, the other Arabidopsis members of this NC2 group do not interact with any AtNF-YB, not even those belonging to the NC2b group, suggesting a difference in the way
these proteins could function in animals and plants. Clearly, more work needs to be done on the NC2 subgroup of NF-Y proteins to better understand their role in plants.
The accession numbers corresponding to MtNF-YC1–MtNF-YC11 are JQ918293–JQ918303, respectively.
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these two domains across kingdoms (Figure 1), it is highly
likely that plant NF-YA proteins have maintained the
basic characteristics of their mammalian homologs such
as heterotrimer formation with NF-YB and NF-YC pro-
teins and subsequent binding to CCAAT boxes in promo-
ters. Outside these conserved domains, plant NF-YA
proteins are variable in length and structure. These con-
served domains are situated at the C-terminus of the
protein in mammals whereas they occupy a more central
position in plant NF-YAs. The N-terminus is acidic in
plants, as in animals; however, the Q-rich region, hypoth-
esized to be the transcription activation domain in animals
[20], appears to be less pronounced in plants (not shown in
Figure 1).
The first plant NF-YA subunit to be reported was iden-
tified in canola (Brassica napus) in 1995 [32]. A follow-up
study in canola demonstrated that expressing a full-length
antisense construct of this BnCBF (CBF-B subunit; the
closest homolog in Arabidopsis is AtNF-YA9) under the
control of a tapetum-specific promoter leads to the degen-
eration of tapetum cells and locules and, hence, affects
pollen viability [33]. The MtNF-YA1 gene (originally
MtHAP2-1) identified in M. truncatula is highly expressedin the nodule distal infection and meristematic zone; si-
lencing of MtNF-YA1 by RNA interference (RNAi) leads to
strongly impaired nodule meristem function and, hence,
nodule development, without affecting other visible pro-
cesses in transgenic roots [34]. This is a striking example of
the specialization of a NF-YA subunit that has evolved to
regulate the development of a facultative root organ that is
only present in leguminous plants. Interestingly, this gene
belongs to a legume subgroup of the ancestral group 1,
which only contains genes predominantly expressed in
nodule and root tissues (Figure 2). Therefore, one can
reasonably speculate that other NF-YA genes belonging
to this subgroup may also play roles in nodule or root
development. More recently, AtNF-YA5 was shown to be
upregulated during drought stress and in response to
abscisic acid (ABA) in roots and leaves of Arabidopsis
[35]. An Atnf-ya5 loss-of-function mutant is hypersensitive
to drought stress, whereas overexpression improves
drought resistance, possibly by regulating the expression
of stress-responsive genes, which have been identified by a
microarray analysis. The same AtNF-YA5 subunit has
been implicated in a signal transduction pathway shared
by both blue light and ABA, leading to light-harvesting
chlorophyll a/b-binding protein expression in etiolated5
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longer respond to blue light and appear hypersensitive to
ABA in seed germination assays. Here again a plant NF-
YA subunit is specialized to function in several ABA-
dependent signaling pathways.
Recently an Arabidopsis NF-YA subunit (AtNF-YA4)
has been implicated in the unfolded protein response
(UPR), an endoplasmic reticulum (ER) stress mechanism
induced by the accumulation of misfolded proteins in the
ER that leads to a decreased rate of protein translation to
prevent further accumulation of unfolded proteins [37].
The basic domain-leucine zipper (bZIP) TF AtbZIP28,
which mediates a large part of the transcriptional response
to ER-stress, has recently been shown to interact with
AtNF-YA4 in yeast, in vitro and in planta (using bimolec-
ular fluorescence complementation technology), in associ-
ation with AtNF-YB3 and AtNF-YC2 [38]. In addition,
electrophoretic mobility shift assays (EMSA) have shown
that even if the AtbZIP28 binds to the ER-stress-
responsive element (ERSE) in ER-stress-responsive pro-
moters on its own, a different complex is formed in the
presence of AtNF-YA4, AtNF-YB3 and AtNF-YC2. Togeth-
er with the fact that the presence of this NF-Y complex
enhances the transcriptional response of a downstream
target, these data led to the speculation that the NF-Y
complex would function as a stabilizing enhancer of bZIP28
during the ER-stress response. Interestingly, in cultured
mouse myocytes, ER-stress mediated promoter activation
of the PDIA6 gene also requires an ERSE element associ-
ated with a nearby CCAAT-box [39], a striking example of a
conserved regulatory mechanism involving NF-Y across
kingdoms.
Besides its transcriptional regulation, illustrated by
the diversity and sometimes the specificity of gene expres-
sion patterns, the NF-YA family of TFs is also known to be
regulated post-transcriptionally, in particular by the
microRNA169 family, which is present in all higher plants
studied to date. In M. truncatula, MtNF-YA1 has been
shown to be negatively regulated by miR169 [34]. Indeed,
a miR169-encoding gene (MtmiR169a) that modulates the
expression of MtNF-YA1 spatially and temporally has
been identified and this modulation is important for cor-
rect nodule development. miR169 overexpression experi-
ments in Arabidopsis [35], where AtmiR169a mainly
targets AtNF-YA5, led to increased drought sensitivity,
which contrasts with results obtained in tomato (Solanum
lycopersicum), where drought tolerance was achieved [40].
In subsequent studies, miR169 and NF-YA subunits were
proposed to play an additional role in mineral nutrition
and in particular in the nitrogen-starvation response.
Indeed, miR169 expression was shown to be repressed
in the case of phosphate and nitrogen starvation [41,42]. In
addition, overexpression of this miR in Arabidopsis led to
reduced expression of AtNFYA3, AtNFYA5, AtNFYA8 and
AtNFYA2 and, as a consequence, these plants showed an
altered nitrogen response. Given that several NF-YA-
encoding genes are affected, it is not possible to assign
this role to a particular NF-YA subunit; however, the
abovementioned NF-YA genes are relatively close phylo-
genetically. Finally, miR169 has been shown to repress
C-class activity during flower development in Petunia and6Antirrhinum, probably by fine-tuning NF-YA genes in the
outer floral whorls [43]. The miR169 family is one of the
largest micro-RNA families known in plants, with 14
members described in Arabidopsis (MiRBase, http://
www.mirbase.org). One cannot exclude that miR169 reg-
ulates the expression of genes other than those coding for
NF-YA via post-transcriptional and/or translational con-
trol. However, to date, NF-YA-encoding genes are the only
demonstrated targets for this micro-RNA; to fully under-
stand the complex set of interactions between different
members of the miR169 and NF-YA families will be chal-
lenging.
As in animal systems [4,44], the NF-YA gene family in
plants is regulated by alternative splicing [32,45]. In M.
truncatula, as nodule development proceeds, an increasing
proportion (up to 50%) of MtNF-YA1 transcripts are alter-
natively spliced at their first intron, situated in the 50
leader sequence. This leads to the production, via an
upstream open reading frame (uORF) called uORF1, found
within this first intron, of uORF1p, a small 62-amino acid
peptide that has been shown to negatively modulate
MtNF-YA1 expression using a mechanism complementary
to miR169 [45]. With the exception of AtNF-YA9, which has
an intron right after the translation start codon, and
MtNF-YA7, all NF-YA genes we examined have an intron
in the 50 leader sequence, suggesting a putative conserved
regulation mechanism among most plant NF-YA-encoding
genes. However, no uORF showing significant homology to
uORF1 has been identified outside MtNF-YA1.
NF-YB subunits
Plant NF-YB proteins are also variable in length but on
average smaller than NF-YAs (e.g., 90–240 amino acids in
M. truncatula). They are characterized by a central domain
that has structural and amino acid similarity with the
histone fold motif (HFM) of the core histone H2B [4]. This
motif is composed of three alpha-helices separated by two
beta strand-loop domains. It is involved in both protein–
DNA and protein–protein interactions, and is found in
different DNA metabolism proteins [46,47]. In addition,
a fourth alpha helix (referred to as alpha C) is present next
to the HFM motif (Figure 1).
Unlike NF-YA, no clear correlation has been observed
between expression patterns and the phylogenetic classifi-
cation of NF-YB genes into six ancestral groups, with the
marked exception of the LEAFY COTYLEDON 1 (LEC1)
group of genes, which contains only seed-specific genes
(Figure 3). This group, apparently already diverged from
non-LEC1-type NF-YB genes in non-seed vascular plants
and was then recruited into a seed-specific regulatory
network [48]. The Arabidopsis LEC1 gene has pleiotropic
functions during late stages of embryogenesis [49]. In
addition, ectopic expression of this seed-specific gene leads
to the expression of embryo-specific genes and the devel-
opment of embryo-like structures in vegetative tissues,
suggesting that LEC1 (AtNF-YB9) is a key regulator of
embryo development. Subsequently, domain-swap experi-
ments and site-directed mutagenesis have nicely shown
that a single amino acid change in the HFM, from an
aspartate to a lysine at position 55, allows a non-LEC1
gene to complement the lec1 mutation [50] (shown in
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published concerning LEC1 and the related LEC1-like
gene (L1L; AtNF-YB6), making these genes the best-
studied NF-Y genes in plants, and clearly showing that
these two genes play essential yet complementary roles
during embryo development [51–53]. In addition, insertion
mutants in LEC1 and L1L appear to be hypersensitive
to ABA [36]. LEC1 and L1L activate the promoters of
seed maturation-specific genes by interacting with ABA-
responsive element binding factors such as bZIP67, in
association with AtNF-YA5 and possibly AtNF-YC9, which
implicates NF-Y in ABA signaling in Arabidopsis [54].
Furthermore, using insertion mutants and overexpressing
plants, it has been shown that L1L can regulate flowering
time, probably by regulating flowering regulators such as
FLOWERING LOCUS T (FT) and SUPPRESSOR OF
OVEREXPRESSION OF CONSTANS 1 (SOC1) [55]. A
link between LEC1, L1L and fatty acid synthesis has also
been demonstrated both in Arabidopsis and in canola.
Early experiments using constitutive promoters (35S) have
led to dramatically increased levels of fatty acids and to
strong pleiotropic phenotypes, including lethality [56].
Overexpression of WRINKLED1 (WRI1), a downstream
TF uncoupling fatty acid synthesis and these undesirable
side effects in maize (Zea mays) [57], or the use of a seed-
specific promoter, made it possible to circumvent this prob-
lem, and led to the upregulation of fatty acid synthesis genes
and, hence, increased fatty acid seed content in canola by up
to 20% [58]. Interestingly, NF-Y also controls the expression
of fatty acid synthesis genes in mammals [59–61], another
striking example of functional conservation despite the
evolutionary distance between the two systems.
Non-LEC1 members of the NF-YB family of plant reg-
ulators have also been studied. Arabidopsis plants over-
expressing AtNF-YB1 have increased tolerance to drought
stress compared with wild type [62], as shown for AtNF-YA5
[35]. When the orthologous maize gene ZmNF-YB2 was
overexpressed, drought tolerance was also observed, leading
to a significant increase in grain yield under water-limiting
conditions. NF-YB genes have also been associated with
chloroplast biosynthesis and photosynthesis. Indeed, in rice,
an RNAi construct silencing OsHAP3A, OsHAP3B and
OsHAP3C resulted in reduced accumulation of nuclear-
encoded photosynthesis transcripts, such as the small sub-
unit of ribulose-1,5-bisphosphate carboxylase-oxygenase
and chlorophyll a/b-binding protein, and degenerated chlor-
oplasts [63]. In wheat (Triticum aestivum), overexpression of
TaNF-YB3, a gene upregulated by light, led to a significant
increase in the leaf chlorophyll content and photosynthesis
[64]. Overexpression experiments in addition showed that
NF-YB2 and NF-YB3, from both Arabidopsis and barley
(Hordeum vulgare) play comparable and additive roles in
the promotion of flowering in Arabidopsis, in particular for
AtNF-YB2 and AtNF-YB3, by binding to the FT promoter –
as a trimer associated with the yeast HEME ACTIVATOR
PROTEIN 2 (HAP2) and HAP3 proteins [65,66]. A recent
follow-up study then showed that by overexpressing a
fusion of either AtNF-YB2 or AtNF-YB3 with EDLL, a
new powerful transcription activation domain, early flower-
ing was obtained in wild type Arabidopsis and even in a
CONSTANS-deficient mutant [67].Similarly, the natural mutation of OsHAP3H (DTH8)
weakens photoperiod sensitivity and decreases plant
height. Under natural conditions, OsHAP3H suppresses
flowering by downregulating two regulators of flowering
time: Ehd1 (early heading date 1) and Hd3a (heading date
3a) [68]. Finally, overexpression of AtNF-YB2 (AtHAP3b),
a gene that is weakly expressed in the root elongation zone,
enhances primary root elongation [69].
NF-YC subunits
NF-YC proteins are, on average, of intermediate size
between NF-YA and NF-YB proteins (117–292 amino
acids in M. truncatula). Like NF-YB proteins, NF-YC
proteins are also characterized by an HFM domain, but
they are more closely related to the core histone H2A [4].
The first isolation of a plant NF-YC homolog (AtNF-YC2)
was achieved by screening an Arabidopsis expression
library with a functionally important promoter region of
the spinach (Spinacia oleracea) photosynthesis gene AtpC,
and showing that this binding was regulated by light and
cytokinin [70]. A few years later, two parallel studies
reported on the identification of NF-YC-encoding genes
following yeast two-hybrid screens using either the tomato
flowering time regulator CONSTANS-like1 (TCOL1) [71]
or a conserved domain of CO called CCT (for CONSTANS,
CONSTANS-LIKE,  TOC1: 23 amino acids) in Arabidopsis
[28]. These studies led to the isolation of the tomato
HAP5a (THAP5a) and THAP5c genes (whose closest
homologs in Arabidopsis are AtNF-YC1 and AtNF-YC9),
and AtNF-YC1, AtNF-YC2 and AtNF-YC3 (as well as
AtNF-YB1), respectively. These interactions were con-
firmed both in vitro and in planta. Overexpression of
THAP5a in Arabidopsis led to earlier flowering. It has
been proposed that proteins containing CCT domains,
which share essential amino acids with the DNA-binding
domain of NF-YA, could replace NF-YA proteins within
NF-Y complexes and thereby act as TFs [28]. A recent
study has shown that AtNF-YC3, AtNF-YC4, and AtNF-
YC9 bind to CO and are additively important for the
function of CO as a regulator of flowering time via tran-
scriptional activation of FT [72]. Furthermore, the authors
of this study put forward the alternative hypothesis that
CO would interact with the entire trimeric NF-Y complex.
This was substantiated by a report showing that CO can
bind the promoter of FT, and activates transcription via its
CCT domain outside of CCAAT boxes, but that the pres-
ence of NF-Y and CCAAT boxes potentiates CO-mediated
gene activation [73]. Indeed CO would provide its tran-
scription activation activity to the NF-Y trimer, an activity
that can be replaced, in a co mutant, by the EDLL activa-
tion domain, when fused to AtNF-YB2 or AtNF-YB3 [67].
Beyond flowering time control, a common bean (Phaseolus
vulgaris) NF-YC gene has been shown to be involved in the
preferential symbiotic interaction between a Meso-
american bean cultivar and cognate strains [74], following
a suppressive subtractive hybridization (SSH) approach.
In a follow-up study using overexpression and RNAi
experiments, PvNF-YC1 has been shown to positively
regulate nodule development, possibly via the activation
of G2-M cell cycle genes [75]. PvNF-YC1 also has a
positive influence on the infection process of bean roots7
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how PvNF-YC1 could act in symbiotic partner selection.
The expression of a NF-YC gene has been shown to be
upregulated in the germinating pollen tubes of spruce
(Picea wilsoni) [76]. A transient overexpression strategy
using particle bombardment of pollen grains altered pollen
tube growth, suggesting that this gene has a possible role
in this process. Finally, five wheat NF-YC genes (TaNF-
YC5, TaNF-YC8, TaNF-YC9, TaNF-YC11, and TaNF-
YC12) have been shown to be upregulated by light, and
one gene in particular, TaNF-YC11, co-regulated with
photosynthesis genes [77].
NF-Y complexes
One of the obvious consequences of the many NF-Y sub-
unit-encoding genes in plants is the amazing diversity of
potential combinations of trimeric complexes compared
with those in animal systems. In Arabidopsis, for example,
36 NF-Y TF subunits (10 NF-YA, 13 NF-YB, and 13 NF-YC
subunits) have been identified and could theoretically
combine to form 1690 unique complexes. Although some
NF-Y genes are expressed in most tissues examined, many
others have quite specific expression patterns [3,78–81]
(Figures 2–4), thereby already reducing the number of
potential NF-Y complexes. Furthermore, interactions be-
tween NF-Y subunits appear to be partially specific in
plants. Indeed, using yeast two-hybrid assays complemen-
ted by in vitro pull-down assays, a ubiquitously expressed
NF-YB subunit of rice (OsHAP3A) has been shown to only
interact with two of eight OsNF-YA subunits and six of ten
OsNF-YC subunits [80]. In addition, using yeast three-
hybrid assays, AtNF-YA4 has been shown to interact with
AtNF-YC2 but not with AtNF-YC4 in the presence of
AtNF-YB2, AtNF-YB3, AtNF-YB4 or AtNF-YB5 [38]. A
complete two-by-two interactome experiment was recently
performed using the yeast two-hybrid system to test all
potential pairwise interactions (36  36 = 1296) among
Arabidopsis NF-Y proteins [82]. Less than 10% of all
possible interactions could be confirmed in both directions
in yeast. Nevertheless, this figure is biased by the fact that
interactions between NF-YA and NF-YB subunits are
usually not possible in the absence of the NF-YC subunit
and because the divergent NC2a and NC2b (Figures 3 and
4) have been included in this study. In addition, one should
be careful when drawing strong conclusions from studies in
heterologous or in vitro expression systems about interac-
tion specificities inside such a complex. However, taken
together, the abovementioned results point towards some
degree of interaction specificity between NF-Y members.
Despite these restrictions, the heterotrimeric NF-Y com-
plex in plants remains a highly modular TF complex, and is
likely to have evolved to regulate many different pathways.
Concluding remarks and perspectives
Functional analyses have shown that several NF-Y-encod-
ing genes in plants have, during the course of evolution,
acquired specific functions in diverse processes such as
embryo development, flowering time control, ER-stress,
drought stress, and nodule and root development (Figures
2–4). Given the number and diversity of plant NF-Y-
encoding genes, it seems likely that the abovementioned8examples represent only the tip of the iceberg and that the
implication of these three NF-Y families of TFs in many
developmental or plant–microbe interaction-related pro-
cesses still remains to be understood. The functional
specialization of NF-Y genes is the result of several com-
plementary mechanisms. First, expression analysis in
different plants has revealed that both ubiquitous and
more specialized expression patterns co-exist, suggesting
that promoter diversification plays an important role.
There are several striking examples of conserved expres-
sion patterns linked to functional specialization within
evolutionarily related NF-YA and NF-YB genes (Figures 3
and 4). It is interesting to note that such specificities are
found for NF-YA genes, even though they seem to have
evolved less asymmetrically compared with NF-YB and
NF-YC genes [83]. Specialization has also been described
at the protein level, which is illustrated by the role of key
amino acids, functionally differentiating LEC1 from non-
LEC1 NF-YBs (Figure 1). However, this area is poorly
documented, and many protein domain-swapping experi-
ments and detailed structure–function analyses need to be
performed to understand the importance of key protein
domains and amino acids within conserved domains. In
addition, several reports have demonstrated that certain
NF-Y subunits interact with almost all potential partners,
whereas others have more narrow interaction specifici-
ties, at least in yeast. Furthermore, some of the most
‘promiscuous’ subunits, such as AtNF-YC3, AtNF-YC6,
and AtNF-YC9, also show rather ubiquitous expression
patterns. It would therefore be of considerable interest to
know whether different NF-Y complexes bind CCAAT
boxes with different affinities, or bind preferentially to
specific sequences flanking these CCAAT boxes. The last
layer of specialization concerns the ability of NF-Y sub-
units to specifically interact with other TFs, thereby con-
trolling specific pathways. It has been suggested that the
fourth alpha helix of the conserved domains of NF-YB and
NF-YC (called aC) in animals could be involved in inter-
actions with other partners [9]. It would be interesting in
the future to identify the domains within NF-Y subunits
that contribute to this specific interaction with other TFs.
Our vision of the function of plant NF-Y TFs is probably
limited by the complexity and modularity of the system
and the relatively modest amount of functional data avail-
able to date. However, the emerging picture is that at least
two classes of plant NF-Y proteins exist. The first of these
would have more general functions, be expressed in several
tissues or under different physiological conditions, and
participate in many TF complexes with NF-Y and other
partners. The second would have acquired more-specific
expression patterns and/or functions and play key roles in
precise pathways, possibly by interacting with specific sets
of TFs.
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Figure 30. L’expression de NF-YA1 est restreinte à la zone 1 nodulaire et permet le maintien de l’activité 
méristématique. 
(A) Analyse de l’expression de NF-YA1 (MtHAP2-1) par PCR (polymerase chain reaction) quantitative en temps réel 
sur des racines inoculées par S. meliloti à 0, 4, 10, 14 et 21 jours après inoculation. (B-E) Le développement nodulaire 
des plantes NF-YA1 RNAi est altéré. (B, C) Développement nodulaire sur des racines transformées par une 
construction NF-YA1 RNAi (B) ou par une construction contrôle (vecteur vide) (C). Les photos ont été prises 46 jours 
après inoculation par S. meliloti. (D, E) Images en microscopie électronique de la zone méristématique de nodules NF-
YA1 RNAi (D) ou contrôles (E). V = vacuoles. Les cellules de la région apicale des nodules NF-YA1 RNAi 
commencent déjà à perdre leurs caractéristiques de cellules méristématiques 10 jours après inoculation (D), alors 
qu’elles sont encore fonctionnelles dans des nodules contrôles 27 jours après inoculation (E). (F-H) Expressions 
tissulaires de NF-YA1 (F), miR169a (G), et uORF1 (H). Les différentes zones du nodule sont mentionnées. (F) 
Microscopie en champ sombre pour visualiser les grains d’argent correspondant aux transcrits NF-YA1. (G) Expression 
de miR169a dans des nodules 14 jours après inoculation révélée par une analyse promoteur : GUS. (H) Localisation 
histochimique de l’expression d’une fusion traductionnelle uORF1 - GUS à 21 jours après inoculation. Barres = 5µm 
(D, E), 100µm (F, G), 50µm (H). 





4. 1  Rôles décrits de NF-YA1 au cours de la nodulation 
Avant mon arrivée au laboratoire, des études sur le rôle de NF-YA1 au cours des étapes 
tardives de mise en place du nodule avaient été effectuées (Combier et al., 2006; Combier et 
al., 2008). Tout d’abord, l’expression tissulaire de NF-YA1 dans les nodules matures de 
Medicago truncatula a été recherchée par la méthode d’hybridation d’ARNs messagers in 
situ. Ces expériences ont montré que l’expression de ce gène est fortement associée aux 
cellules de la zone distale du nodule, et notamment au méristème nodulaire (zone 1) (Combier 
et al., 2006) (Figure 30F). De plus, les transcrits NF-YA1 suivent un gradient d’expression, de 
la zone distale du nodule vers les régions proximales, où les transcrits ne sont quasiment plus 
détectables. En plus des analyses d’expression spatio-temporelle de NF-YA1, des analyses 
fonctionnelles ont été effectuées dans le but de comprendre le rôle de NF-YA1 au cours de 
l’organogénèse nodulaire. Ainsi, il a été montré qu’une réduction de l’expression de NF-YA1 
par RNAi mène à un fort ralentissement de la croissance du nodule (Figure 30B-C), ce qui 
conduit à la formation de petits nodules de forme sphérique, et dépourvus de zones clairement 
délimitées. De plus les cellules de la région apicale des nodules de plantes NF-YA1 RNAi 
perdent leur forme polyhédrique et le volume des vacuoles dans ces cellules est bien plus 
prononcée que chez les plantes contrôles (Figure 30D-E). Logiquement, le défaut de 
croissance des nodules de plantes NF-YA1 RNAi aboutit à une forte diminution de la fixation 
azotée. Il a ainsi été proposé que NF-YA1 soit un facteur de transcription symbiotique qui 
joue un rôle clé au cours du développement nodulaire en contrôlant l’activité du méristème 
nodulaire. 
La régulation de l’expression de NF-YA1 au cours de l’organogénèse nodulaire est 
complexe ; l’expression de ce gène est régulée à la fois par un micro-ARN (miR169) 
(Combier et al., 2006) et par une uORF (uORF1 : upstream open reading frame 1) (Combier 
et al., 2008). Ainsi, la surexpression de miR169a ou de uORF1 chez Medicago truncatula 
mène à la formation de nodules très similaires à ceux observés chez les plantes NF-YA1 
RNAi. Les mécanismes par lesquels miR169a et uORF1 contrôlent l’expression de NF-YA1 
ont également été étudiés. miR169 se lie à une séquence présente dans la région 3’ UTR 
(untranslated region) de NF-YA1 et induit son clivage (Combier et al., 2006). De plus, 
l’analyse de l’expression du précurseur de ce micro-ARN par l’utilisation de fusions 
pmiR169a : GUS montre une accumulation de l’activité GUS dans la zone d’infection (zone 
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C 
Figure 31. L’expression de NF-YA1 est inversement corrélée aux expressions de miR169a et uORF1 au cours de 
l’organogénèse nodulaire. 
(A) PCR (polymerase chain reaction) quantitative en temps réel (qRT-PCR) indiquant le profil d’expression de NF-
YA1 (histogramme rayé) et de miR169a (histogramme noir) au cours du développement nodulaire. Les niveaux 
d’expressions relatives sont indiqués à gauche pour miR169 et à droite pour NF-YA1. (B) Analyse en qRT-PCR des 
niveaux d’expression de la version alternativement épissée (gris sombre) ou normalement épissée (gris clair) des 
transcrits NF-YA1. (C) Modèle pour le mode d’action de miR169a et uORF1 dans le contrôle de l’expression de NF-
YA1 au cours de l’organogénèse nodulaire. 




adjacente à la zone méristématique) (Figure 30G). Ces données suggèrent que miR169a 
confère une restriction spatiale de l’expression de NF-YA1 à la zone apicale où ce dernier 
accomplit son rôle dans le maintien de l’activité méristématique nodulaire. En plus de sa 
régulation par un micro-ARN, NF-YA1 est alternativement épissé, sur son premier intron 
(Combier et al., 2008). L’épissage alternatif de l’intron I dans la séquence 5’ leader devient 
prédominant au cours du développement nodulaire, ce qui mène à la production d’un petit 
peptide de 62 acides aminés, uORF1. La liaison de uORF1 sur la séquence 5’ leader de 
l’ARN messager NF-YA1 mène à une réduction de l’accumulation de transcrits NF-YA1 
(Combier et al., 2008). Tout comme miR169a, uORF1 est exprimé dans la zone d’infection du 
nodule chez Medicago truncatula (Figure 30H), et contribuerait à la restriction spatiale de 
l’expression de NF-YA1. Un modèle expliquant les rôles séquentiels de miR169a et uORF1 au 
cours de l’organogénèse nodulaire a été proposé (Combier et al., 2008) (Figure 31C). Au 
cours de l’organogénèse nodulaire, l’expression de NF-YA1 est inversement corrélée aux 
expressions de miR169a et uORF1 (Figure 31 A-B). Quatre jours après inoculation par S. 
meliloti, la structure du nodule n’est pas encore différenciée. A ce stade, miR169 et uORF1 ne 
sont pas encore exprimés, et l’expression de NF-YA1 est localisée dans l’intégrité du nodule 
en formation. Dix jours après inoculation, le miR169 est exprimé dans la zone 2 d’infection 
du nodule, restreignant l’expression de NF-YA1 à la zone 1 méristématique, et permettant une 
différentiation correcte du nodule (Combier et al., 2006). Vingt et un jours après inoculation, 
l’expression de miR169 diminue, et les versions alternativement épissées de NF-YA1 sont de 
plus en plus abondantes, ce qui aboutit à l’expression de uORF1 dans la zone d’infection. A 
son tour, uORF1 restreint l’expression de NF-YA1 dans le méristème nodulaire en induisant la 
dégradation de ses transcrits dans la zone d’infection (Combier et al., 2008). 
4. 2  Un autre membre de la famille NF-Y impliqué dans la 
nodulation 
L’implication d’une autre sous-unité NF-Y dans la symbiose rhizobium-légumineuses 
a été démontrée chez Phaseolus vulgaris (haricot) (Zanetti et al., 2010). PvNF-YC1 a été 
identifié à partir de l’étude de gènes différentiellement induits dans les poils absorbants en 
réponse à la souche SC15 de R. etli, en comparaison à la souche 55N1 qui est moins efficace 
dans l’induction de la nodulation chez P. vulgaris (Meschini et al., 2008). Il a par la suite été 
montré que le niveau de transcrits de NF-YC1 est fortement et précocément sur-régulé dans 
des racines inoculées par la souche SC15, alors qu’il reste stable dans des racines inoculées 
Figure 32. Arbres phylogéniques couplés aux expressions des gènes NF-Y dans les zones 1, 2, et 3 de nodules de 
Medicago truncatula. 
Les arbres ont été construits à l’aide du logiciel MEGA5 en utilisant la méthode  « maximum likelihood bootstrap 
method ». Les séquences protéiques des différentes sous-unités NF-Y ont été utilisées pour ces analyses. Les niveaux 
de transcrits dans les différentes zones du nodule sont exprimés en nombre de lectures par million de paires de bases 
séquencées (RPKM). 




par la souche moins compétitive 55N1. La dérégulation de l’expression de NF-YC1 par RNAi 
aboutit à une forte réduction du nombre de nodules ainsi que du nombre de cordons 
d’infection, qui sont bloqués dans l’épiderme dans la majorité des évènements d’infection 
(Zanetti et al., 2010). De plus, dans ces racines, l’expression de gènes codant pour des 
cyclines impliquées dans la phase de transition G2/M du cycle cellulaire est très réduite en 
comparaison avec les  racines de plantes contrôles, suggérant que NF-YC1 est probablement 
lié à l’activation des divisions cellulaires corticales en réponse aux rhizobia. Les phénotypes 
nodulaires observés chez les plantes de Phaseolus vulgaris NF-YC1-RNAi sont étroitement 
similaires à ceux observés chez un mutant du gène NF-YA1 de Medicago truncatula (voir 
partie 5.), malgré les différents types d’organogénèse nodulaire entre ces deux plantes 
(croissance déterminée pour les nodules de Phaseolus vulgaris).  
4. 3  Expression des gènes NF-Ys dans les tissus symbiotiques 
de Medicago truncatula 
Au cours de ma thèse, des analyses transcriptomiques par la technique de « RNA 
sequencing » couplées à de la dissection au lazer ont été menées dans l’équipe (Projet ANR 
SYMBIMICS, Pascal Gamas). Ces expériences ont eu pour objectif de confirmer et de 
déterminer quels sont les gènes impliqués dans les différentes étapes de la symbiose entre 
Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti. Ainsi, les transcrits provenant  de racines, de 
nodules entiers, et des différentes zones de nodules de Medicago truncatula, ont été 
séquencés. Cet outil nous a permis de déterminer quels sont les gènes NF-Y différentiellement 
régulés au cours de nodulation, et quelles sont les localisations tissulaires d’expression de tous 
les NF-Ys répertoriés à ce jour dans les nodules de Medicago truncatula (Figure 32). Il est à 
noter que le profil d’expression nodulaire de NF-YA1 visualisé lors ces analyses est similaire à 
celui obtenu par des expériences d’hybridation d’ARN in situ (Combier et al., 2006). Cet outil 
pourrait de plus s’avérer très efficace pour l’identification et l’étude des complexes 
trimériques NF-Y qui agissent à différents moments et dans différents processus symbiotiques 
chez Medicago truncatula.  
5. Présentation du sujet de thèse 
Les travaux de recherche de l’équipe d’accueil dirigée par Pascal Gamas et David 
Barker portent sur l’étude des régulateurs transcriptionnels actifs lors des stades précoces ou 





signalisation, d’infection et de différentiation cellulaire chez Medicago truncatula. MtNF-YA1 
a été identifié à l’issue d’analyses transcriptomiques comme un gène dont l’expression est 
fortement sur-régulée au cours de la nodulation (El Yahyaoui et al., 2004). Il code pour une 
sous-unité du complexe NF-Y également appelé CBF (CCAAT- binding factor). Le facteur de 
transcription NF-Y est composé de trois sous-unités différentes (NF-YA, NF-YB et NF-YC). 
Chez les animaux, la dynamique d’association et le mode d’action du complexe NF-Y sont 
très bien décrits. Les sous-unités NF-YB et NF-YC ont des structures étroitement proches des 
histones H2B et H2A, respectivement, de part la présence d’un domaine HFD (histone fold 
domain) aussi présent chez ces histones (Dolfini et al., 2012). Des expériences de mutagénèse 
dirigée sur certains résidus présents dans le domaine HFD ont montré que ce domaine est 
important pour la formation d’un dimère NF-YB/NF-YC ainsi que pour la liaison du 
complexe NF-Y à l’ADN (XING et al., 1993; Kim et al., 1996; Sinha et al., 1996). Le dimère 
NF-YB/NF-YC est formé dans le cytoplasme, puis transloqué dans le noyau où il interagit 
avec la troisième sous-unité NF-YA (Frontini et al., 2004; Kahle et al., 2005). La structure de 
la sous-unité NF-YA n’est pas connue. Cependant, des données biochimiques indiquent que le 
domaine conservé de cette sous-unité est composé de deux hélices alpha, dont chacune a une 
fonction précise (MANTOVANI et al., 1994): l’hélice A1 est responsable de l’interaction de 
NF-YA avec le dimère NF-YB/NF-YC, et l’hélice A2 est requise pour la liaison aux éléments 
CCAAT, via un mécanisme encore inconnu. C’est seulement sous sa forme hétéro-trimérique 
que le complexe NF-Y peut se lier à l’ADN (Mantovani, 1999). Alors que chez les animaux, 
chaque sous-unité du complexe n’est codée que par un seul gène, les membres NF-Y de 
plantes appartiennent à une famille multigénique, et sont impliqués dans la régulation de 
nombreux processus développementaux (Laloum et al., 2012 ; Petroni et al., 2012). Chez 
Medicago truncatula, l’utilisation de plantes RNAi dérégulant l’expression de NF-YA1 a 
permis de montrer que ce gène est impliqué dans le maintient de l’activité méristématique 
nodulaire (Combier et al., 2006). Plus récemment, un mutant EMS a été obtenu dans l’équipe 
d’accueil et la caractérisation phénotypique de ce mutant a confirmé ce rôle de NF-YA1 au 
cours de l’organogénèse nodulaire. 
En plus de son rôle dans les étapes d’organogénèse nodulaire, l’implication de NF-
YA1 en réponse aux NFs et au cours des étapes d’infection rhizobienne a été initiée dans 
l’équipe d’accueil avant mon arrivée. Tout d’abord, une analyse détaillée de l’expression de 
NF-YA1 par des expériences de qRT-PCR sur des échantillons provenant de poils absorbants 
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Figure 33. Implication de MtNF-YA1 au cours des étapes précoces de la symbiose entre Medicago truncatula et 
Sinorhizobium meliloti. 
(A) qRT-PCR indiquant l’expression relative de MtNF-YA1 dans les poils absorbants racinaires en réponse à un 
traitement contrôle (H2O, -NF) ou à un traitement par des NFs à une concentration de 10
-8M. (B, C) Le mutant Mtnf-
ya1-1 est altéré au cours de l’infection rhizobienne à travers les poils absorbants racinaires. Alors que chez les plantes 
sauvages (WT) (B), les cordons d’infection progressent linéairement à travers les poils absorbants, les plantes mutantes 
nf-ya1-1 (C) présentent des cordons d’infection anormaux, montrant des branchements et des gonflements à l’apex du 
poil absorbant. 




permis de montrer que l’expression de NF-YA1 est fortement induite dans l’épiderme après 
six heures de traitement aux NFs (Figure 33A), suggérant un rôle probable de ce facteur de 
transcription dans les évènements d’infection précoce ou de signalisation épidermique. En 
accord avec cette hypothèse, la caractérisation du mutant nf-ya1-1 a permis de montrer que 
NF-YA1 est impliqué dans les étapes précoces de la symbiose entre Medicago truncatula et 
Sinorhizobium meliloti telles que l’infection dans les poils absorbants racinaires. Alors que les 
cordons d’infections observés chez des plantes WT présentent une croissance linéaire à 
travers les poils absorbants, la plupart des infections chez le mutant nf-ya1-1 présentent des 
défauts dans leur progression (Figure 33B-C) (J. Fournier, données non-publiées). Dans ces 
cordons, les bactéries progressent lentement, et sont retenues dans les poils absorbants dans la 
majorité des évènements d’infection. Des analyses phylogéniques ont par ailleurs montré que 
la protéine MtNF-YA1 fait partie d’un sous-groupe spécifique des légumineuses, dans lequel 
un autre MtNF-YA (MtNF-YA2) est présent (Laloum et al., 2012). Le gène MtNF-YA2  est 
fortement exprimé dans les racines et les nodules de Medicago, mais son expression est très 
faible dans tous les autres organes analysés à ce jour. Il est ainsi probable que les gènes 
MtNF-YA1 et MtNF-YA2 fonctionnent de manière partiellement redondante, comme c’est 
souvent le cas pour les sous-unités NF-Y de plantes (Petroni et al., 2012). 
Durant ma thèse, j’ai contribué à l’étude des rôles de NF-YA1 et NF-YA2 au cours de 
la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti. Une première partie de mon 
travail à consisté en la caractérisation de complexes NF-Ys putatifs au sein desquels MtNF-
YA1 agit pour contrôler les étapes précoces de la nodulation chez Medicago truncatula. Des 
études d’interaction protéine-protéine par le système double hybride dans la levure ont permis 
d’identifier deux sous-unités NF-YCs agissant probablement en complexe avec NF-YA1. De 
plus la dynamique d’assemblage d’un complexe trimérique hypothétique a été analysée. Les 
résultats concernant l’étude de ces complexes trimériques seront présentés dans le chapitre II. 
Une étude sur l’implication de NF-YA1 et NF-YA2 au cours des étapes de signalisation et 
d’infection rhizobienne a également été menée. Cette étude a permis de montrer que NF-YA1 
et/ou NF-YA2 agissent très probablement en amont de l’induction d’ENOD11 en réponse aux 
NFs. Les résultats de ces travaux seront présentés dans le chapitre III. Enfin, l’ensemble des 







Chapitre II : Complexe(s) NF-Y(s) 
impliquant(s) NF-YA1 au cours des 









1. Le système double hybride de levure 
1. 1  Principe général du double hybride 
La méthode du double hybride a été mise au point par Fields and Song (1989) et 
permet de détecter une interaction entre deux protéines (Fields and Song, 1989). Le principe 
de cette technique consiste à exprimer deux protéines d’intérêt dans la levure, appelées proie 
et appât, qui vont permettre l’activation de l’expression de gènes rapporteurs uniquement 
lorsqu’elles interagissent. Les gènes rapporteurs sont des marqueurs d’auxotrophie. Ils codent 
pour des enzymes de la voie de biosynthèse d’acides aminés essentiels. Ainsi, l’activation des 
gènes rapporteurs permet aux levures de croître sur un milieu dépourvu de ces acides aminés. 
En plus de ces deux marqueurs, le gène rapporteur AUR1-C code pour une inositol phosphoryl 
ceramide synthase qui confère la résistance à un antibiotique, l’aureobasidin A (Clontech). Le 
gène LacZ codant pour la β-Galactosidase peut également être un gène rapporteur et permet 
de quantifier la force des interactions observées, après dosage colorimétrique. 
1. 2  Le système GAL4 
Le système double hybride utilisé au cours de ma thèse est le système GAL4 
Matchmaker (Clontech). Les gènes rapporteurs des souches de levure manipulées sont les 
gènes HIS3, ADE2 et LacZ. Les gènes HIS3 et ADE2 codent pour des enzymes nécessaires à 
la biosynthèse d’histidine et d’adénine, respectivement. En plus de ces gènes, deux autres 
marqueurs d’auxotrophie qui ne sont pas des gènes rapporteurs d’interaction sont utilisés. Les 
gènes TRP1 et LEU2 ne sont pas fonctionnels dans les souches de levures utilisées. Ces gènes 
sont nécessaires à la biosynthèse de tryptophane et de leucine, et servent à sélectionner les 
cellules transformées par les vecteurs d’expression des protéines appât et proie, qui 
contiennent une copie sauvage des gènes TRP1 et LEU2. Ainsi, les levures transformées par 
les vecteurs d’expression des protéines appât et proie seront sélectionnées par leur croissance 
sur milieu sans tryptophane ni leucine, également appelé SD -TL. L’interaction protéine-
protéine sera sélectionnée sur un milieu sans tryptophane, leucine, et histidine ou adénine. Ces 
milieux sont notés SD –TLH ou SD –TLHA. De plus, le 3-Amino-1,2,4-triazole (3-AT) est un 
inhibiteur du produit du gène HIS3. Il est utilisé à différentes concentrations pour augmenter 
la sélectivité des milieux de croissance SD –TLH. Ainsi, seules les interactions permettant la 
production d’une grande quantité d’histidine permettront aux levures transformées de croître 
sur les milieux contenant du 3-AT. 
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Figure 34. Principes généraux du système de double hybride GAL4 Matchmaker (Clontech). 
(A) L’appât, en fusion traductionnelle avec le domaine BD du facteur de transcription GAL4, lie les séquences 
promotrices UAS (upstream activating sequence). (B) La proie, en fusion traductionnelle avec le domaine AD du 
facteur de transcription GAL4, ne lie pas les séquences promotrices UAS. (C) Lors d’une interaction entre l’appât et la 
proie exprimés dans la levure, les domaines BD et AD du facteur de transcription GAL4 sont rapprochés et le domaine 





Le système GAL4 Matchmaker est basé sur l’activité transcriptionnelle du facteur de 
transcription GAL4 de levure, via sa liaison à des séquences promotrices appelées UAS 
(upstream activation sequence). Ce facteur de transcription est constitué de deux domaines 
nécessaires à son fonctionnement. Le domaine BD (binding domain) est responsable de la 
liaison aux séquences UAS cis-régulatrices des promoteurs de gènes rapporteurs, et le 
domaine AD (activation domain) permet d’activer la transcription de ces gènes. Les protéines 
appât et proie sont exprimées en fusion traductionnelle avec le domaine BD et le domaine 
AD, respectivement. Lorsqu’une interaction se produit entre les protéines exprimées, un 
facteur de transcription GAL4 chimérique est reconstitué et permet l’activation de 
l’expression des gènes rapporteurs (Figure 34). La souche de levure AH109 a été utilisée. 
Cette souche ne possède pas les gènes codant pour GAL4 et GAL80, un proche homologue, 
afin d’éviter l’activation endogène des gènes rapporteurs. Dans ce système, les marqueurs 
d’auxotrophie présents dans les vecteurs d’expression BD et AD sont les gènes TRP1 et 
LEU2, respectivement. 
2. Recherche sans à priori des interacteurs de NF-YA1 
Dans le but de déterminer les interacteurs protéiques de NF-YA1 au cours de la 
nodulation chez Medicago truncatula, nous avons choisi une approche de criblage en double 
hybride, en utilisant NF-YA1 comme protéine appât dans le système GAL4. 
2. 1  Banque d’ADNc utilisée 
Pour ce criblage, j’ai utilisé une banque d’ADN complémentaires (ADNc) construite 
par L. Sauviac et F. de Carvalho Niebel (Andriankaja et al., 2007). Cette banque provient de 
tissus racinaires traités par des NFs (10
-8
M) pendant 2, 6 et 24 heures. Suite à ces traitements, 
les poils absorbants racinaires ont été isolés par une méthode de fractionnement à l’azote 
liquide, puis les ARNs correspondant aux différents temps de traitement ont été regroupés. 
Des ADNc ont ensuite été générés et clonés dans le vecteur pGADT7 qui permet l’expression 
de ces clones en fusion traductionnelle N-terminale avec le domaine AD du facteur de 
transcription GAL4. Cette banque possède environ 1 million de clones indépendants, et la 
taille moyenne des inserts est de 1,1 kb. 















Tests d’auto-activation de BD-NF-YA1 BD-p53/AD-T-Ag 
Figure 35. Auto-activation du gène rapporteur HIS3 par la protéine chimérique GAL4BD-NF-YA1. 
Une goutte de suspension de levures à différentes concentrations a été déposée sur milieux sélectifs pour l’expression 
de la construction BD-NF-YA1 (-T), ainsi que pour l’expression du gène rapporteur HIS3 (-TH). Une concentration de 
2,5, 5, ou 10 mM de 3-AT suffit à contrebalancer l’effet d’auto-activation par la protéine appât. Sur un milieu contenant 
cette concentration de 3-AT, les levures transformées par des protéines contrôles appât (p53) et proie (T-Ag) qui 





2. 2  Auto-activation de la transcription des gènes rapporteurs 
par la protéine appât 
Le cadre ouvert de lecture (ORF) de MtNF-YA1 a été cloné dans un vecteur permettant 
l’expression d’une fusion traductionnelle avec le domaine BD de GAL4. Avant d’effectuer le 
criblage, il a fallu vérifier que l’expression de la protéine appât seule n’induisait pas la 
transcription des gènes rapporteurs, ce qui est souvent le cas dans ce système, notamment 
lorsque la protéine appât utilisée est un facteur de transcription. Pour ce faire, la souche de 
levure AH109 a été transformée par une construction BD-NF-YA1 seule et la croissance des 
levures transformées a été testée sur un milieu SD –T ou SD –TH. Comme attendu, 
l’expression de la protéine chimérique BD-NF-YA1 seule permet non seulement aux levures 
de croître sur un milieu SD-T, mais également sur un milieu SD –TH (Figure 35), signe que 
l’appât seul est capable d’activer la transcription du gène HIS3. Pour s’affranchir de ce 
problème, le milieu de croissance SD –TH a été additionné de plusieurs concentrations de 3-
AT, inhibiteur du produit du gène HIS3. L’inhibition de la croissance des levures a ainsi pu 
être observée à différentes concentrations de 3-AT, et ce dès 2,5 mM (Figure 35). De plus, ces 
concentrations de 3-AT permettent la croissance des levures transformées par le couple de 
contrôles positifs BD-p53/AD-T-antigen sur un milieu SD –TLH (Figure 35). 
2. 3  Criblage de la banque  
Un schéma illustratif des démarches suivies pour le criblage en double hybride est 
présenté figure 36. Pour ce criblage, il a été décidé d’utiliser un milieu de croissance sélectif 
contenant 5 mM de 3-AT afin de limiter le nombre de candidats potentiels en espérant ne 
garder que les interacteurs les plus forts de MtNF-YA1. 20 g d’ADN de la banque ont été 
utilisés et le nombre de clones criblés a été estimé à 4 millions après étalement d’un aliquot de 
la transformation sur milieu SD –TL. Cela représente environ 4 fois le nombre de clones 
présents dans la banque. Les levures ont été étalées sur un milieu SD –TLH complémenté de 
3-AT à 5 mM, et après trois jours de croissance à 28°C, 212 clones positifs ont été comptés. 
Ces colonies ont été classées en trois catégories appelées A, B, ou C, selon leur vitesse 
d’apparition sur le milieu sélectif. Les colonies de la classe A, B, ou C correspondent à celles 
qui sont apparues 60, 72, ou 84 heures après étalement, respectivement. Une amplification par 
PCR a été effectuée sur chaque colonie. Dans 97 cas nous avons obtenu plusieurs produits 
d’amplification. Les clones concernés ont été écartés, et les produits d’amplification des 115 
clones restants ont été séquencés. Après des analyses de BLASTn, il s’est avéré que les 115 
Figure 36. Représentation schématique de la stratégie utilisée pour le criblage de la banque d’ADNc en utilisant 





séquences obtenues correspondent à 71 ORFs différents. En parallèle, chaque colonie a été ré-
étalée sur le même milieu sélectif que celui utilisé pour le criblage, dans le but d’éliminer les 
faux positifs (les faux positifs correspondent à 29 ORFs différents).  
Parmi les séquences obtenues, nous avons identifié deux ORFs codant pour deux sous-
unités NF-YCs différentes, appelées NF-YC1 et NF-YC2 (clones C38 et C50). Après avoir 
vérifié que les ORFs correspondant à ces deux clones étaient de pleine longueur et en phase 
avec le domaine AD de GAL4, les interactions observées ont été confirmées après extraction, 
amplification, et re-transformation des plasmides AD contenant NF-YC1 et NF-YC2 dans la 
levure (Figure 37A). Comme contrôle négatif d’interaction, des levures transformées par les 
constructions BD-p53 et AD-NF-YC1/2 ne sont pas capables de croître sur un milieu sélectif 
d’interaction (données non montrées). 
Comme mentionné en introduction, les gènes NF-YC1 et NF-YC2 codent pour une des 
trois sous-unités putatives du complexe NF-Y, et ont une taille de 256 et 260 acides aminés, 
respectivement. Les protéines codées par ces deux gènes ont des séquences très similaires et 
partagent plus de 80% d’identité (Figure 37B). Comme attendu, des analyses PFAM des 
séquences protéiques correspondantes montrent qu’elles possèdent le domaine conservé HFM 
responsable de l’interaction au sein de l’hétéro-trimère NF-Y et de la liaison à l’ADN (Figure 
37B). Dans le but de caractériser ces interactions dans un contexte symbiotique, nous avons 
regardé les profils d’expression de NF-YC1 et NF-YC2 au cours de la nodulation en utilisant 
la base de données MtGEA (Medicago truncatula gene expression atlas) 
(http://mtgea.noble.org/v3/), et les données produites par le projet ANR SYMBIMICS (Pascal 
Gamas, communication personnelle) (Figure 32C). Les données présentées sur le site du 
MtGEA correspondent à une synthèse des profils d’expression de la majorité des gènes de 
Medicago truncatula dans une grande partie des organes végétaux (racines, nodules, tiges, 
pétioles, bourgeons végétatifs, fleurs, et graines), obtenues à l’issue d’analyses 
transcriptomiques par micro-array (Affymetrix Medicago Gene Chip). Chez Medicago 
truncatula, les gènes NF-YC1 et NF-YC2 présentent des profils d’expression ubiquitaires. 
Cependant, bien que le niveau de transcrits de NF-YC1 reste stable au cours de la nodulation, 
celui de NF-YC2 est plus de deux fois supérieur dans les jeunes nodules, en comparaison à 
son niveau dans les racines avant inoculation (MtGEA). De plus, l’expression spatio-
temporelle de ce gène est étroitement corrélée à celle de NF-YA1. En effet, les transcrits NF-
YC2 sont majoritairement présents dans les zones apicales des nodules matures de Medicago 
Figure 37. Spécificités d’interactions entre MtNF-YA1 et MtNF-YC2. 
(A) Une goutte de suspension de levures à une densité optique (DO) de 0,1 a été déposée sur milieux sélectifs pour 
l’expression des constructions appât et proie (SD –TL), ou pour l’interaction entre l’appât et la proie (SD –TLH + 3-
AT). Il est à noter une absence d’auto-activation du gène rapporteur HIS3 par la protéine appât NF-YA1-K171E sur 
milieu SD-TLH. (B) Alignement des protéines MtNF-YC1 et MtNF-YC2 à l’aide du logiciel ClustalW montrant une 
forte conservation de séquences entre ces deux sous-unités. Le motif HFM est représenté par la double flèche grise en 
pointillés. Les domaines prédits de liaison à l’ADN (trait noir), d’interaction avec les sous-unités NF-YA (traits roses) 





truncatula (Figure 32C), et l’expression du gène NF-YC2 est spécifiquement sur-régulée dans 
la zone de pré-infection épidermique en réponse à un traitement aux NFs de 4 heures (projet 
ANR SYMBIMICS, Pascal Gamas, communication personnelle). De manière intéressante, 
MtNF-YC2 code pour l’orthologue le plus proche de PvNF-YC1, également impliqué dans la 
nodulation chez Phaseolus vulgaris (Zanetti et al., 2010). Ensemble, ces données suggèrent 
que NF-YC2 est un interacteur probable de NF-YA1, au sein d’un complexe hétéro-
trimérique contrôlant l’infection rhizobienne et l’organogénèse nodulaire. NF-YC1 est 
également bien exprimé dans les mêmes tissus que NF-YA1 et pourrait donc jouer un rôle au 
moins partiellement redondant avec NF-YC2 au sein de complexes symbiotiques avec NF-
YA1. 
2. 4  Spécificités d’interaction 
Même si les sous-unités NF-Ys présentent une forte conservation de leurs domaines 
protéiques actifs au sein des règnes animaux et végétaux, aucune étude structure-fonction 
ayant pour but de déterminer les acides aminés impliqués dans l’assemblage du complexe NF-
Y n’a été effectuée à ce jour chez les plantes. Chez les animaux, des analyses de structure-
fonction par mutagénèse dirigée couplée à des expériences de co-immunoprécipitation (CoIP) 
ont été menées dans le but de déterminer les acides aminés clés impliqués dans l’interaction 
de NF-YA avec le complexe NF-Y (MANTOVANI et al., 1994). Ces études ont permis de 
montrer que les lysines en position 270 et 277 sur la sous-unité NF-YA de l’homme sont 
requises pour l’interaction au sein du complexe NF-Y. Etant donné la forte conservation de 
ces résidus chez tous les NF-YAs (Laloum et al., 2012), nous avons testé l’effet d’une 
mutation ponctuelle K171E (Lysine 171  Glutamate) sur la capacité de NF-YA1 à interagir 
avec les sous-unités NF-YC1 et NF-YC2. Un alignement des domaines conservés des NF-
YAs d’Homo sapiens et de Medicago truncatula montre en effet que le résidu K171 de 
Medicago truncatula correspond  au résidu K270 de l’homme. Après amplification par PCR 
d’une version mutée de MtNF-YA1 appelée K171E à l’aide d’amorces présentant un 
« mismatch » conférant la mutation en question, cette version a été clonée dans les vecteurs 
permettant son expression en fusion traductionnelle avec les domaines AD et BD dans la 
levure. Après transformation et repiquage des colonies de levures sur un milieu SD –TLH 
complémenté de 5 mM de 3-AT, les levures contenant les constructions BD-K171E/AD-NF-
YC2 ou BD-NF-YC2/AD-K171E sont incapables de croître, à l’inverse des levures 






YA1 (Figure 37A). Ces résultats suggèrent que tout comme chez les mammifères, le résidu 
K171 de NF-YA1 est requis pour l’interaction entre NF-YA et NF-YC chez les plantes. Les 
mêmes expériences de double hybride ont été réalisées avec la sous-unité NF-YC1, et les 
résultats obtenus sont identiques (données non montrées). De manière intéressante, les levures 
qui expriment la construction BD-K171E sont incapables de croître sur un milieu SD –TLH, 
signe d’une perte d’auto-activation du gène rapporteur HIS3.  
2. 5  Conclusions 
L’approche de criblage en double hybride a démontré que l’utilisation de ce système 
dans le but d’identifier les sous-unités agissant en complexe avec NF-YA1 au cours des 
étapes précoces de la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti est 
concluante. En effet, ce criblage nous a permis d’identifier deux sous-unités NF-YCs comme 
partenaires potentiels de NF-YA1. Le rôle de l’orthologue de NF-YC2 chez Phaseolus 
vulgaris (haricot), ainsi que le profil d’expression spatio-temporelle de ce gène chez 
Medicago truncatula appuient l’hypothèse selon laquelle NF-YC2 agit effectivement en 
partenariat avec NF-YA1. Cependant, le criblage de la banque de poils absorbants ne nous a 
pas permis d’identifier de sous-unité NF-YB comme interacteur potentiel de NF-YA1. La 
recherche de sous-unités NF-YBs impliquées dans ce complexe putatif sera discutée dans le 
dernier chapitre du manuscrit et fait l’objet du sujet de thèse de Maël Baudin, un autre 
doctorant de l’équipe d’accueil. 
3. Dynamique d’association du complexe NF-Y chez les plantes 
Cette partie de ma thèse a consisté en l’étude de la localisation subcellulaire des sous-
unités NF-YA, NF-YB et NF-YC, ainsi que de la dynamique d’assemblage du complexe NF-
Y. Ce  type d’étude a été mené dans le domaine de recherche animal, par des expériences 
d’immuno-localisation et de fusions traductionnelles à la YFP (yellow fluorescent protein) des 
sous-unités NF-Ys endogènes, dans des fibroblastes, des myocytes, et des cellules épithéliales 
d’homme  et de souris (Frontini et al., 2004). Alors que les sous-unités NF-YA et NF-YB sont 
localisées dans le noyau de ces cellules, la localisation subcellulaire de la sous-unité NF-YC 
est à la fois cytoplasmique et nucléaire. De plus, lorsque la sous-unité NF-YC est co-exprimée 
avec la sous unité NF-YB dans ces cellules, sa localisation change et devient majoritairement 
nucléaire. Ainsi, ces résultats suggèrent que la sous-unité NF-YB est responsable de la 






Pour étudier la localisation subcellulaire des sous-unités NF-Ys de Medicago 
truncatula, celles-ci ont été exprimées en fusion traductionnelle avec la YFP dans des feuilles 
de Nicotiana benthamiana, puis la localisation de l’expression des protéines chimériques a été 
observée à l’aide d’un microscope à épifluorescence. Etant donné que nous n’avions pas pu 
identifier de sous-unité NF-YB comme membre potentiel d’un complexe comprenant NF-
YA1 et NF-YC1/2, nous avons choisi une sous-unité NF-YB, appelée NF-YB2, sur la base de 
son profil d’expression spatio-temporelle au cours de la nodulation, ainsi que des séquences 
génomiques disponibles à ce moment. Le gène NF-YB2 est constitutivement exprimé dans 
tous les tissus de Medicago truncatula analysés à ce jour (MtGEA) et la protéine codée par ce 
gène présente les domaines conservés retrouvés chez les sous-unités NF-YBs de plantes et de 
mammifères. De plus, son interaction avec NF-YC1 et NF-YC2 a récemment été confirmée 
dans la levure (M. Baudin, communication personnelle). 
3. 1  Localisation subcellulaire de NF-YA1, NF-YB2, et NF-
YC2 
Les différentes sous-unités NF-YA1, NF-YB2, et NF-YC2 ont été clonées dans un 
vecteur permettant l’expression constitutive (promoteur 35S) de ces protéines en fusion à la 
YFP du côté N-terminal de la protéine exprimée. Une suspension de souches 
d’Agrobacterium tumefaciens, transformées par les vecteurs d’expression utilisés, a été agro-
infiltrée dans des feuilles de Nicotiana benthamiana. Une construction permettant la 
surexpression de la protéine YFP seule, localisée à la fois dans le noyau et le cytoplasme des 
cellules de Nicotiana benthamiana, nous a servi de contrôle positif lors de ces expériences 
(Figure 38A). Après infiltration des feuilles de Nicotiana benthamiana, le signal fluorescent 
d’une fusion traductionnelle YFP-NF-YA1 est exclusivement accumulé dans les noyaux des 
cellules (Figure 38B). A l’inverse, l’expression de la fusion traductionnelle YFP-NF-YB2 est 
exclusivement localisée dans le cytoplasme (Figure 38D), alors que l’expression de la fusion 
traductionnelle YFP-NF-YC2 est localisée à la fois dans le cytoplasme et dans le noyau des 
cellules épidermique de Nicotiana benthamiana (Figure 38C). Les résultats de localisation 
obtenus pour les sous-unités NF-YA1 et NF-YC2 sont en accord avec l’étude réalisée par 
Frontini et al. (2004) dans les cellules animales. Cependant, au vu de cette étude, les résultats 
obtenus pour la localisation exclusivement cytoplasmique de NF-YB2 sont en contradiction 




Figure 38. Localisation subcellulaire des sous-unités NF-YA1, NF-YB2, et NF-YC2 de Medicago truncatula. 
Des feuilles de Nicotiana benthamiana ont été agro-infiltrées par des vecteurs permettant l’expression transitoire des 
protéines chimériques YFP-NF-YA1 (B), YFP-NF-YC2 (C), YFP-NF-YB2 (D). Une expérience de co-expression de 
YFP-NF-YB2 avec 3HA-NF-YC2 a également été effectuée (E). La protéine YFP a été utilisée comme contrôle 






2004). Ainsi, ces données suggèrent l’existence de différences possibles entre le règne animal 
et végétal dans la régulation de l’assemblage du complexe NF-Y. 
3. 2  Dynamique possible d’assemblage du complexe NF-
YA1/NF-YB2/NF-YC2 
Dans le but d’approcher la dynamique d’assemblage du complexe putatif NF-
YA1/NF-YB2/NF-YC2, nous avons réalisé des expériences de co-expression de deux sous-
unités différentes dans les feuilles de Nicotiana benthamiana. Ces expériences avaient pour 
objectif d’analyser l’effet de l’expression d’une sous-unité NF-Y sur la localisation de 
l’expression d’une autre sous-unité. Dans ces expériences, une protéine est exprimée en 
fusion traductionnelle N-terminale avec un tag 3HA, et l’autre sous-unité est exprimée en 
fusion traductionnelle N-terminale avec la YFP. Dans ce système, aucune sous-unité n’a 
d’influence sur la localisation des fusions traductionnelles YFP-NF-YA1 ou YFP-NF-YC2 
(données non montrées). Par contre, concernant la sous-unité NF-YB2, nous avons pu montrer 
que le signal fluorescent émis par la construction YFP-NF-YB2 est en grande partie accumulé 
dans le noyau des cellules épidermiques de Nicotiana benthamiana lorsque cette sous-unité 
est co-exprimée avec la fusion traductionnelle 3HA-NF-YC2 (Figure 38E), alors que le signal 
fluorescent de la fusion YFP-NF-YB2 infiltrée seule est uniquement cytoplasmique (Figure 
38D). Ces donnés tendent à montrer que NF-YB2 et NF-YC2 peuvent interagir dans le 
cytoplasme in planta, et que cette interaction permettrait la translocation du dimère formé 
dans le noyau, où il rejoindrait la sous-unité NF-YA1. Cette dynamique d’association serait 
cohérente à celle décrite pour le complexe NF-Y animal. 
4. Conclusions générales du chapitre 
Cette partie de ma thèse a permis à l’équipe d’accueil d’initier la caractérisation de 
complexes trimériques impliquant NF-YA1 au cours des étapes précoces de la symbiose entre 
Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti. Dans un domaine plus fondamental, j’ai 
également pu initier l’étude de la cinétique d’association d’un complexe NF-Y trimérique de 
plantes. L’approche de criblage en double hybride a été une approche concluante pour 
identifier des sous-unités NF-YCs comme membres putatifs du/des complexe(s) NF-Y(s) 
recherché(s). Bien qu’aucune sous-unité NF-YB n’ait pu être identifiée lors de ce criblage, 
l’utilisation des données génomiques publiques nous a aidés à caractériser un membre 






NF-YA1 et NF-YC2 au cours de la nodulation chez Medicago truncatula fait l’objet d’étude 
de la thèse de Maël Baudin, un doctorant arrivé récemment dans l’équipe. Par des analyses 
d’interactions protéine-protéine dans la levure et des expériences de BiFC dans Nicotiana 
benthamiana, il a pu confirmer la présence prédite de NF-YB2 dans le(s) complexe(s) NF-
Y(s) étudié(s). Un autre criblage en double hybride en utilisant NF-YC2 comme protéine 
appât a de plus permis d’identifier de nouvelles sous-unités NF-YBs agissant en partenariat 
avec NF-YC2 au cours de la nodulation, et l’interaction de ces sous-unités avec NF-YC2 ont 
également été confirmées in planta par la méthode de BiFC. De plus l’analyse fonctionnelle 
du rôle de NF-YC2 et de ses interacteurs NF-YBs est entreprise dans l’équipe par des 







Chapitre III : Implication des 
facteurs de transcription MtNF-YA1 
et MtNF-YA2 au cours de la 




Figure 39. Alignement des séquences protéiques MtNF-YA1 et MtNF-YA2. 
L’alignement des séquences a été réalisé à l’aide du logiciel Multalin (Corpet, 1988). Le domaine prédit d’interaction 







1. Profils d’expression de NF-YA1 et NF-YA2 au cours des 
étapes précoces de la nodulation chez Medicago truncatula 
Au-delà de son rôle au cours de la mise en place du nodule, l’observation des 
phénotypes d’infection épidermique du mutant nf-ya1-1 et l’induction de l’expression du gène 
NF-YA1 dans les poils absorbants en réponse aux NFs (Figure 33) suggèrent que ce gène est 
très probablement requis pour les évènements de pré-infection et d’infection rhizobienne. 
Chez Medicago truncatula, le gène NF-YA2 est un très proche homologue de NF-YA1 
(Laloum et al., 2012, Figure 32). Les séquences des protéines codées par ces deux gènes 
présentent plus de 70% d’identité (Figure 39), et les transcrits correspondants sont très 
majoritairement accumulés dans les tissus symbiotiques tels que les racines et les nodules 
chez Medicago (MtGEA). Ensemble, ces observations nous ont poussés à étudier les rôles 
respectifs de NF-YA1 et NF-YA2 pendant les étapes de pré-infection et d’infection  
rhizobienne chez Medicago truncatula. Dans un premier temps, nous avons étudié les profils 
d’expression spatio-temporelle des gènes NF-YA1 et NF-YA2 en réponse aux NFs, ou au cours 
des stades précoces d’infection rhizobienne, par des analyses de fusions transcriptionnelles 
promoteur : GUS, ainsi que par des analyses de PCR quantitative en temps réel. 
1. 1  L’expression de NF-YA1 est fortement liée aux étapes de 
pré-infection et d’infection rhizobienne 
1.1. 1  Expression spatio-temporelle de NF-YA1 en réponse à l’inoculation par 
Sinorhizobium meliloti 
Les phénotypes de progression anormale des cordons d’infection dans les poils 
absorbants racinaires du mutant  nf-ya1-1 suggèrent que NF-YA1 est requis pour l’infection 
rhizobienne. A l’exception de ces données génétiques, l’implication de ce gène dans la 
régulation de l’infection n’a pas été déterminée à ce jour. Pour comprendre cela, Philippe 
Laporte, stagiaire post-doctoral dans l’équipe d’accueil, a construit une fusion 
transcriptionnelle pNF-YA1 : GUS et suivi le profil d’expression de NF-YA1 au cours de 
l’infection par S. meliloti et des premiers stades de développement nodulaire. La construction 
comprend une région promotrice de 2,2 kb en amont du site d’initiation de la transcription 
(TSS) de NF-YA1 et la région 3’UTR de ce gène, connu pour être ciblée par miR169a (Figure 
40A). La localisation de l’activité β-glucuronidase a été suivie après inoculation par 
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Figure 40. Localisation tissulaire de l’expression de MtNF-YA1 au cours des étapes précoces de la symbiose 
entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti. 
(A) Représentation schématique de la construction utilisée. Un fragment d’ADN génomique de 2,2 kb en amont du site 
d’initiation de la transcription de NF-YA1 a été cloné en 5’ du gène GUS codant pour la β-glucuronidase. La région 
3’UTR de NF-YA1 a été clonée en 3’ du gène rapporteur GUS. (B-E) L’expression de la fusion transcriptionnelle pNF-
YA1 : GUS a été analysée au cours de la progression du cordon d’infection dans les poils absorbants racinaires (B-C), 
puis dans les étapes de pénétration dans les cellules du cortex externe (D, E). La souche de Sinorhizobium meliloti 
utilisée exprime constitutivement la β-galactosidase (magenta). Au cours de la progression du cordon d’infection à 
travers un poil absorbant, l’activité GUS importante est observée dans les poils absorbants infectés (B). Un marquage 
bleu est également observé dans les cellules du cortex interne associées à la formation du primordium nodulaire, avant 
que le cordon d’infection ait pénétré dans ce tissu (C, D). Barres = 20 µm (B), 2 mm (C-E). 






Sinorhizobium meliloti dans des racines transgéniques de Medicago truncatula exprimant la 
construction pNF-YA1 : GUS décrite précédemment (Figure 40). 
Alors que l’expression de la fusion pNF-YA1 : GUS est très faible dans les racines non 
inoculées de Medicago truncatula, elle est sur-régulée dans les poils absorbants racinaires au 
cours des étapes de formation et de progression du cordon d’infection (Figure 40B). 
L’association de l’expression de pNF-YA1 : GUS avec la croissance du cordon d’infection est 
également visualisée dans des étapes plus tardives d’infection, telles que la progression des 
bactéries dans les cellules corticales racinaires, où l’activité GUS est observée dans les 
cellules qui hébergent le cordon d’infection, ainsi que les cellules adjacentes à celles-ci 
(Figure 40E). L’expression de NF-YA1 est également fortement associée à la formation du 
primordium nodulaire. En effet, en plus du processus d’infection à proprement parler, 
l’induction de l’activité pNF-YA1 : GUS est observée dans les cellules du cortex interne, et 
peut être du péricycle, en amont du cordon d’infection (Figure 40C-D). L’observation 
microscopique de coupes fines nous permettra de définir plus précisément la nature des 
cellules qui expriment NF-YA1 dans les tissus racinaires internes (expériences en cours). Le 
profil d’expression de NF-YA1 suggère que ce gène pourrait être associé à la mise en place du 
processus d’organogénèse nodulaire. La forte expression de NF-YA1 est également observée 
dans les cellules en division des « bumps » nodulaires (non montré). Ensemble, ces données 
montrent que NF-YA1 est très précocément exprimé au cours de la nodulation chez Medicago 
truncatula. Cette expression est à la fois associée aux processus d’infection dans l’épiderme et 
le cortex racinaire, et à la formation des primordia nodulaires dans le cortex interne, en 
corrélation avec les premières divisions cellulaires. De manière intéressante, ce profil 
d’expression à la fois épidermique et dans le cortex interne en réponse aux rhizobia est 
également observé pour le gène codant pour le facteur de transcription NIN (Schauser et al., 
1999), régulateur essentiel de la réponse aux NFs au cours de l’infection rhizobienne et 
l’organogénèse nodulaire. 
1.1. 2  Expression de NF-YA1 en réponse aux facteurs Nods 
i. Dans des plantes sauvages de Medicago truncatula 
Au cours de ma thèse, je me suis particulièrement intéressé à l’implication de MtNF-
YA1 au cours des étapes de pré-infection. Dans le but d’étudier la régulation de son expression 
racinaire en réponse aux NFs, des expériences de cinétique ont été réalisées. Pour ce faire, des 
Figure 41. Expression de NF-YA1 en réponse aux NFs. 
(A) Niveaux relatifs des transcrits NF-YA1 dans des racines de Medicago truncatula après 1, 2, 4, 6, ou 12 heures de 
traitement contrôle (gris clair), ou par des NFs concentrés à 10-8M (gris foncé). Les barres d’erreurs correspondent aux 
écarts types des moyennes d’expressions relatives dans 30 à 50 racines (trois répétitions biologiques). (B) Quantité de 
transcrits NF-YA1 dans l’épiderme de la zone racinaire de pré-infection après 4 ou 24 heures de traitement contrôle 
(H2O) ou par des NFs concentrés à 10
-8M. La quantité de transcrits est mesurée en RPKM, correspondant au nombre 
de lectures par millions de paires de bases séquencées. 








































jeunes plantules de Medicago truncatula ont été mises en culture dans des conditions 
aéroponiques permettant une croissance rapide du système racinaire (système de caisson). 
Cinq jours après mise en culture, les plantes ont été transférées dans une solution contenant 
des NFs à une concentration de 10
-8
M pendant 1, 2, 4, 6 et 12 heures. L’expression de NF-
YA1 dans les racines de Medicago a ensuite été mesurée par qRT-PCR. Une induction très 
précoce de l’expression de NF-YA1 a pu être visualisée dès 2 heures de traitement aux NFs 
(Figure 41A). Dans les racines de Medicago, l’expression maximale de NF-YA1 est observée 
après 4 heures de traitement, avec une induction d’un facteur dix dans ces conditions. 
L’expression de NF-YA1 est transitoire, puisqu’une diminution du taux de transcrits racinaires 
est observée à partir de 6 heures après traitement, et un retour à son niveau basal d’expression 
est observé après 12 heures de traitement. En parallèle dans l’équipe, une analyse de 
quantification des transcrits de l’épiderme racinaire avant et après traitement aux NFs a été 
réalisée par la méthode de séquençage d’ARNs (projet ANR SYMBIMICS, P. Gamas, 
communication personnelle). Les plantes utilisées pour ces expériences ont été mises en 
croissance selon les mêmes conditions que celles décrites précédemment, et la région 
épidermique correspondant à la zone de pré-infection, déterminée par la région d’expression 
la plus forte d’une fusion transcriptionnelle pENOD11 : GUS, a été extraite après 4 ou 24 
heures de traitement aux NFs, par la méthode de dissection au laser. Par cette méthode, il 
apparaît que NF-YA1 est un des gènes les plus fortement induits par les NFs dans la zone 
épidermique de pré-infection après 4 heures de traitement aux NFs (Figure 41B). 24 heures 
après traitement, le niveau absolu de transcrits NF-YA1 dans l’épiderme racinaire a fortement 
diminué, même s’il reste supérieur au niveau de transcrits présents dans les racines non-
traitées (Figure 41B). Ces résultats confortent les données d’expression précédemment 
obtenues au cours de ma thèse, et indiquent que MtNF-YA1 joue probablement un rôle clé au 
cours des étapes de pré-infection dans l’épiderme racinaire chez Medicago truncatula. 
ii. NF-YA1 et la voie de signalisation NF 
Dans le but de savoir si l’induction de l’expression de NF-YA1 par les NFs dépend de 
la voie de signalisation NF et afin de tenter, le cas échéant, de positionner NF-YA1 dans cette 
voie, nous avons analysé l’expression de NF-YA1 en réponse aux NFs dans des plantes de 
Medicago truncatula mutées sur plusieurs gènes de la voie de signalisation NF, par des 
analyses de qRT-PCR. Les mutants utilisés lors de ces expériences sont nfp, dmi3, nsp1, nsp2, 
bit1 (ern1), et nin. La quantification des transcrits a été réalisée dans des racines entières 










































Figure 42. Expression relative de NF-YA1 en réponse aux NFs dans les racines de mutants sur des gènes de la 
voie de signalisation NF. 
(A) Boîtes à moustaches représentant les niveaux d’induction de l’expression de NF-YA1 dans les racines de plantes de 
Medicago truncatula sauvages (A17) ou de mutants nfp-1 et dmi3-1 (30 à 50 racines, 3 à 5 répétitions biologiques). 
L’induction de l’expression de NF-YA1 après 4 heures de traitement par des NFs (10-8M) n’est pas observée chez les 
mutants nfp-1 et dmi3-1. (B) Boîtes à moustaches représentant les niveaux d’induction de l’expression de NF-YA1 dans 
les racines de plantes sauvages ou de mutants nsp1-2, bit1, nsp2-3, et nin-1  (30 à 50 racines, 3 à 5 répétitions 
biologiques). L’induction de l’expression de NF-YA1 par les NFs est absente dans les racines du mutant nin-1, alors 






ayant subi 4 heures de traitement par des NFs. Lors de ces expériences, nous avons pu 
observer que le niveau de transcrits NF-YA1 dans des racines traitées aux NFs est en moyenne 
25 fois supérieur à celui observé après un traitement contrôle (Figure 42). Comme attendu, 
aucune induction de l’expression de NF-YA1 par les NFs n’a pu être observée dans les racines 
de plantes mutées sur le gène NFP ou DMI3 (Figure 42A). Ces résultats suggèrent que 
l’induction de NF-YA1 dépend de la perception et de la cascade de signalisation activée par 
les NFs, et que NF-YA1 agirait très probablement en aval de DMI3. Dans les racines des 
mutants nsp1 et bit1, nous avons pu observer que l’expression de NF-YA1 est induite par les 
NFs, et que ce niveau d’induction est comparable à celui observé dans les racines de plantes 
sauvages (Figure 42B). Dans le mutant nsp2, alors que l’induction de NF-YA1 par les NFs est 
également observée, cette induction semble moins forte que celle observée chez les plantes 
sauvages, même si cette différence n’est pas statistiquement significative (Figure 42B). Cette 
observation met en avant l’existence de rôles potentiellement différents pour NSP1 et NSP2 
en réponse aux NFs. En contraste avec les mutants pour les facteurs de transcription NSP1, 
NSP2 et ERN1, nous avons également observé que l’induction de NF-YA1 est totalement 
inhibée dans les racines du mutant nin (Figure 42B). Ensemble, ces données suggèrent que 
l’action de NF-YA1 est dépendante de la voie commune de signalisation en réponse aux NFs. 
L’induction de NF-YA1 dans les mutants nsp1 et nsp2 suggère une action possible en amont 
ou en parallèle de ces facteurs de transcription. Néanmoins, l’absence d’induction de NF-YA1 
observée chez le mutant nin pourrait indiquer que NIN est directement ou indirectement 
impliqué dans la régulation positive de l’expression de NF-YA1 lors des réponses précoces 
aux NFs. 
iii. Expression de NSP1, ERN1 et ENOD11 chez le mutant nf-ya1-1 
L’induction très précoce de l’expression de NF-YA1 est dépendante de la perception 
des NFs et de la cascade de signalisation menant à l’activation de DMI3, mais semble 
indépendante des facteurs de transcription agissant en aval de cette voie de signalisation, et 
permettant l’expression de nodulines précoces telles qu’ENOD11. Nous avons donc testé 
l’hypothèse d’une action de NF-YA1 en amont de l’induction d’ENOD11. La quantification 
des transcrits NSP1, ERN1 et ENOD11, inductibles par les NFs dans des racines de plantes 
sauvages, a été réalisée dans des racines de plantes mutantes nf-ya1-1 après 4 heures de 
traitement aux NFs, par la méthode de qRT-PCR. Dans ces conditions, nous n’avons pas 
détecté de différence significative concernant les niveaux d’accumulation des transcrits NSP1, 
NSP1 ERN1 ENOD11 

















































Figure 43. Expression relative des gènes NSP1, ERN1 et ENOD11 en réponse aux NFs dans les racines du 
mutant nf-ya1-1. 
Boîtes à moustaches représentant les niveaux d’induction de l’expression de NSP1, ERN1 et ENOD11 dans les racines 
de plantes de Medicago truncatula sauvages (A17) ou du mutant nf-ya1-1  (30 à 50 racines, 4 répétitions biologiques). 
Les niveaux d’induction de l’expression de ces gènes par les NFs (10-8M) sont comparables entre les racines de plantes 






ERN1 ou ENOD11 après traitement aux NFs entre les racines de plantes sauvages et du 
mutant nf-ya1-1 (Figure 43). Néanmoins, ces données sont en contradiction avec des résultats 
obtenus dans l’équipe (A. Andriankaja, A. Niebel), selon lesquels des racines de mutants nf-
ya1-1 ou dans lesquelles l’expression de NF-YA1 est sous-régulée présentent une induction 
d’ENOD11 par les NFs plus faible que des racines contrôles, même si les temps de traitement 
aux NFs réalisés étaient de 16 heures. 
1. 2  Analyse de l’expression spatio-temporelle de NF-YA2 
Comme mentionné dans l’introduction, MtNF-YA2 est le plus proche homologue de 
MtNF-YA1 chez Medicago truncatula. De manière intéressante, les données de 
transcriptomique disponibles montrent que ce gène est très majoritairement exprimé dans les 
racines et les nodules de Medicago (MtGEA). Au cours de ma thèse, j’ai donc cherché à 
comprendre quels pourraient être les rôles relatifs de NF-YA1 et NF-YA2 au cours des étapes 
de mise en place de la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti. 
Dans un premier temps, nous avons analysé l’expression de NF-YA2 à l’aide d’une 
fusion transcriptionnelle. La construction contient un fragment de 2,6 kb en amont de l’ATG 
de NF-YA2, cloné en 5’ du gène GUS. Nous avons analysé l’expression de NF-YA2 dans des 
racines transgéniques exprimant la construction pNF-YA2 : GUS. Que ce soit dans des racines 
non traitées ou traitées par une solution de NFs, nous avons observé une accumulation 
majoritaire de l’activité GUS dans l’épiderme racinaire et les traces vasculaires (Figure 44A-
B). De plus, aucune différence en termes de niveau d’expression ou de localisation de 
l’activité GUS n’a pu  être détectée avant ou après inoculation par Sinorhizobium meliloti 
(données non montrées). Cependant, ces résultats restent préliminaires, et des analyses plus 
fines de l’expression de la fusion transcriptionnelle pNF-YA2 : GUS sont en cours dans 
l’équipe d’accueil. De plus, ces observations sont en partie contradictoires avec le profil 
d’expression de NF-YA2 dans les données provenant du projet ANR SYMBMICS (P. Gamas, 
communication personnelle), selon lesquelles en présence ou en absence de traitement par des 
NFs, les transcrits NF-YA2 sont également présents dans le cortex racinaire. 
Nous avons également mesuré le niveau relatif d’expression de NF-YA2 dans les 
échantillons provenant des expériences de cinétique de traitement aux NFs décrites dans la 
partie 1. 1. 2. En accord avec les résultats obtenus par l’analyse de l’expression de la fusion 

































Figure 44. Analyses de l’expression de MtNF-YA2 en réponse aux NFs. 
(A, B) L’expression de la fusion transcriptionnelle pNF-YA2 : GUS a été analysée dans des racines transgéniques après 
un traitement par des NFs concentrés à 10-9M. L’activité GUS est accumulée dans les poils absorbants racinaires (A), 
ainsi que dans l’épiderme et les traces vasculaires (B). Barres = 10µm. (C) Niveaux relatifs de transcrits NF-YA2 dans 
des racines de Medicago truncatula après 1, 2, 4, 6, ou 12 heures de traitement contrôle (gris clair), ou par des NFs 
concentrés à 10-8M (gris foncé). En comparaison au traitement contrôle (H2O), le niveau relatif de transcrits NF-YA2 
n’est pas augmenté après les différents temps de traitement aux NFs réalisés. Les barres d’erreurs correspondent aux 






l’accumulation des transcrits NF-YA2 en réponse aux différents temps de traitement aux NFs 
réalisés (Figure 44C). Ensemble, ces résultats suggèrent que si NF-YA2 joue effectivement un 
rôle au cours des étapes de pré-infection en réponse aux NFs, ce rôle ne semble pas pouvoir 
s’expliquer par un changement dans l’activité transcriptionnelle de ce gène. 
1. 3  Conclusions 
Cette partie de ma thèse a consisté en la caractérisation fine de la régulation de 
l’expression de MtNF-YA1 et MtNF-YA2 au cours des étapes de mise en place de la 
nodulation chez Medicago tuncatula. Par des analyses de fusions transcriptionnelles 
promoteur : GUS, nous avons pu montrer que NF-YA1 est très majoritairement exprimé dans 
les tissus symbiotiques tels que l’épiderme racinaire ainsi que les cellules en division à 
l’origine des primordia nodulaires. Son expression semble de plus étroitement corrélée à 
l’infection rhizobienne dans les poils absorbants racinaires. L’analyse quantitative de 
l’expression de NF-YA1 a montré également que ce gène est très fortement et très rapidement 
induit dans l’épiderme racinaire en réponse aux NFs, de manière dépendante de la cascade de 
signalisation NF, suggérant un rôle au cours des étapes de pré-infection. Les données 
d’expression recueillies lors de ces analyses indiquent que NF-YA1 agit en aval du facteur de 
transcription MtNIN en réponse aux NFs. Cependant, si NF-YA1 agit au cours de la 
signalisation en réponse aux NFs, son positionnement génétique dans la voie de signalisation 
décrite n’est pas élucidé. En effet, au cours de ma thèse, nous n’avons pas pu identifier de 
gène impliqué dans cette voie dont l’expression est dérégulée chez le mutant nf-ya1-1. Une 
des explications possibles à cela est l’existence de fonctions redondantes entre NF-YA1 et 
NF-YA2, son plus proche homologue chez Medicago truncatula. Dans le but de comprendre 
les rôles relatifs de NF-YA1 et NF-YA2 au cours des étapes de pré-infection, nous avons donc 
dans un premier temps analysé le profil d’expression de NF-YA2. Même si l’expression de ce 
gène n’est pas inductible par les NFs, l’analyse de fusions transcriptionnelles pNF-YA2 : GUS 
a montré que cette expression est largement accumulée dans l’épiderme, et notamment dans la 
région décrite de pré-infection. Ces observations font de NF-YA2 un candidat potentiel pour 
jouer un rôle au moins partiellement redondant avec NF-YA1 au cours des étapes de réponses 
épidermiques aux NFs. L’hypothèse d’une action redondante dans le contrôle des étapes de 
pré-infection chez Medicago truncatula a donc été testée, et les résultats obtenus seront 
détaillés dans la seconde partie de ce chapitre. 
Figure 45. Alignement des séquences transcrites de MtNF-YA1 et MtNF-YA2. 
L’alignement des séquences a été réalisé à l’aide du logiciel Multalin (Corpet, 1988). La région ciblée par la 







2. Etude fonctionnelle de NF-YA1 et NF-YA2 au cours des 
étapes de pré-infection  
Dans le but de tester l’hypothèse de rôles redondants entre MtNF-YA1 et MtNF-YA2, 
nous avons choisi d’exprimer une construction RNAi permettant de réduire l’expression de 
ces deux gènes dans des racines transgéniques de Medicago truncatula. Les ADN 
complémentaires correspondant à NF-YA1 et NF-YA2 partagent 71% d’identité. Ce score est 
de plus largement augmenté (81%) dans la région codant pour les domaines conservés 
d’interaction protéine-protéine au sein du trimère NF-Y et de liaison aux boîtes CCAAT des 
promoteurs cibles. Nous avons donc décidé d’amplifier un fragment d’ADN correspondant à 
la région codant pour les domaines conservés chez NF-YA1, puis ce fragment a été cloné en 
sens et en anti-sens dans un vecteur permettant l’expression d’une structure en tige-boucle du 
fragment d’ADN cloné, appelée NF-YA RNAi. La région d’ADNc cloné est indiquée dans la 
figure 45. 
2. 1  Gènes ciblés par la construction NF-YA RNAi  
Nous avons dans un premier temps testé l’efficacité de la construction NF-YA RNAi 
dans des racines transgéniques de Medicago truncatula non traitées, ou ayant subi un 
traitement de 6 heures par des NFs. Ainsi, les niveaux de transcrits codant pour toutes les 
sous-unités NF-YAs identifiées à ce jour chez Medicago truncatula ont été mesurés dans les 
racines des plantes transgéniques NF-YA RNAi et GUS RNAi, par PCR quantitative en temps 
réel. Dans les racines transformées par la construction NF-YA RNAi, nous avons pu observer 
une diminution des niveaux de transcrits de NF-YA1 et NF-YA2 d’un facteur 5 en moyenne 
par rapport aux racines de plantes transformées par la construction contrôle GUS RNAi, que 
ce soit après un traitement contrôle (eau), ou après un traitement par des NFs (Figure 46A-B). 
De plus, dans les racines NF-YA RNAi, nous n’avons pas observé de différence dans 
l’accumulation des transcrits pour tous les autres NF-YAs, à l’exception du gène NF-YA6, 
pour lequel une faible diminution de l’expression a été observée (Figure 46C). Néanmoins, 
alors que toutes les racines dont l’expression de NF-YA1 est réduite montrent également une 
réduction de l’expression de NF-YA2, les racines dont l’expression de NF-YA6 est réduite sont 
distribuées aléatoirement. Ainsi, la majorité des racines dans lesquelles les taux de transcrits 
NF-YA1 et NF-YA2 sont réduits ne montrent pas de réduction pour les taux de transcrits NF-
YA6. Ensemble, ces résultats suggèrent que la construction NF-YA RNAi permet de diminuer 




















































Figure 46. Analyse par qRT-PCR de l’expression des gènes NF-YAs dans des racines transgéniques NF-YA 
RNAi de Medicago truncatula. 
(A, B) Les niveaux de transcrits NF-YA1 (A) et NF-YA2 (B) sont fortement réduits dans les racines NF-YA RNAi 
(rouge) en comparaison aux racines contrôles GUS RNAi (gris), en réponse à un traitement contrôle (H2O)  ou par des 
NFs (10-9M). (C) Analyse de l’expression des autres NF-YAs répertoriés à ce jour chez Medicago truncatula dans des 
racines GUS RNAi (gris) ou NF-YA RNAi (rouge). Les barres d’erreurs correspondent aux écarts types des moyennes 






spécifiquement l’expression de NF-YA1 et NF-YA2. Cet outil s’avère donc efficace pour 
étudier la redondance fonctionnelle probable entre ces deux gènes. 
2. 2  Expression de NSP1, ERN1 et ENOD11 en réponse aux 
NFs 
Après avoir vérifié que la construction NF-YA RNAi permettait la réduction de 
l’expression de NF-YA1 et NF-YA2, nous avons analysé les phénotypes des plantes NF-YA 
RNAi dans des étapes précoces de la symbiose rhizobienne telles que les premières réponses 
des racines aux NFs. Ainsi, nous avons testé l’expression de gènes précocement induits par 
les NFs et jouant un rôle au cours de la voie de signalisation NF. Les gènes testés sont NSP1, 
ERN1, et ENOD11. Pour ce faire, des racines transgéniques provenant de plantes composites 
NF-YA RNAi et GUS RNAi ont été traitées par des NFs pendant 6 heures, puis les niveaux de 
transcrits NSP1, ERN1, et ENOD11 ont été quantifiés par la méthode de qRT-PCR. Dans les 
racines des plantes transformées par le vecteur GUS RNAi, l’expression de NSP1 en réponse 
aux NFs est induite d’un facteur 2 en moyenne (Figure 47A), alors qu’une induction de 4 fois 
en moyenne a pu être observée pour l’expression de ERN1 (Figure 47B). De plus, en accord 
avec les données connues sur l’expression du gène marqueur ENOD11 en réponse aux NFs, 
nous avons observé une très forte induction de son expression en réponse aux NFs. 
Cependant, les transcrits ENOD11 sont très faiblement accumulés dans des racines non traités 
par les NFs, et par conséquent, le niveau relatif d’induction de ce gène par les NFs n’a pu être 
quantifié. Dans les racines NF-YA RNAi, alors que l’expression de NSP1 est induite par un 
traitement aux NFs selon le même ratio que celui observé dans des racines GUS RNAi (Figure 
47A), nous avons observé une très forte diminution de l’induction du gène ENOD11 (Figure 
47C). Comme l’expression d’ENOD11 est régulée positivement par le facteur de transcription 
ERN1 au cours des étapes de pré-infection en réponse aux NFs (Andriankaja et al., 2007; 
Cerri et al., 2012), nous avons également analysé le niveau d’induction de ERN1 dans les 
racines de plantes NF-YA RNAi. En accord avec le rôle décrit de ERN1 comme régulateur 
positif de l’expression d’ENOD11, nous avons observé une forte diminution du niveau de 
transcrits ERN1 dans les racines RNAi traitées par des NFs (Figure 47B). Ensemble, ces 
données suggèrent que NF-YA1 et/ou NF-YA2 sont des régulateurs positifs directs ou 
indirects de l’expression de ERN1 et ENOD11 dans les racines de Medicago truncatula en 
réponse aux NFs. En outre, dans les racines NF-YA RNAi, il est possible que la dérégulation 
de l’expression de NF-YA2 seule soit suffisante à la diminution de l’expression de ERN1 et 
Figure 47. L’expression de ERN1 et ENOD11 en réponse aux NFs est très altérée chez les plantes NF-YA RNAi. 
(A, B) Analyse par qRT-PCR de l’expression des gènes NSP1, ERN1 dans les racines de plantes GUS RNAi et NF-YA 
RNAi, après un traitement contrôle (gris), ou par des NFs concentrés à 10-9M (rouge). (C) Niveaux relatifs 
d’expression d’ENOD11 dans les racines de plantes GUS RNAi et NF-YA RNAi après un traitement par des NFs 
concentrés à 10-9M. Les barres d’erreurs correspondent aux écarts types des moyennes d’expressions relatives dans 20 






ENOD11, et nous ne pouvons pas exclure des résultats obtenus que seul NF-YA2 puisse 
accomplir ce rôle en amont de ERN1 et ENOD11. 
2. 3  Les plantes NF-YA RNAi sont sévèrement affectées dans 
les étapes de pré-infection et d’infection par Sinorhizobium 
meliloti 
Nous avons également analysé les phénotypes des racines transformées par la 
construction NF-YA RNAi après inoculation par Sinorhizobium meliloti. Tout d’abord, nous 
avons compté le nombre de nodules formés à 7, 12, et 16 jours après inoculation sur des 
racines de plantes NF-YA RNAi en comparaison aux racines de plantes transformées par la 
construction RNAi GUS. Comme l’indique la figure 48, le nombre de nodules par racine de 
plantes NF-YA RNAi est très fortement réduit en comparaison au nombre de nodules par 
racine de plantes contrôles à 7, 12, ou 16 jours après inoculation (Figure 48A). En effet, alors 
qu’en moyenne nous avons compté 6, 8, et 9 nodules par racine de plantes contrôles à 7, 12, 
16 jours après inoculation, respectivement, une moyenne de seulement un ou deux nodules 
par plante NF-YA RNAi a été calculée. De plus, alors qu’à 16 jours après inoculation, toutes 
les plantes transformées par la construction GUS RNAi ont formé des nodules, encore 50% de 
plantes NF-YA RNAi ne présentent pas de nodule (Figure 48B), suggérant que ces plantes 
sont retardées voir bloquées dans le processus de nodulation. 
L’infection rhizobienne a également été suivie dans les plantes NF-YA RNAi. Alors 
que les cordons d’infection formés sur les racines contrôles forment des structures linéaires 
caractéristiques (Figure 48E) et parviennent à progresser à travers les tissus racinaires plus 
internes, la plupart des cordons d’infection formés sur les plantes RNAi sont très précocement 
arrêtés, le plus souvent au stade de micro-colonies formées à l’apex des poils absorbants 
racinaires (Figure 48C). Cependant, certains cordons d’infection peuvent également 
progresser à travers les tissus racinaires plus internes et déclencher la formation de nodules 
infectés. Cette observation est probablement liée au fait que même si la construction RNAi 
permet de réduire considérablement l’expression de NF-YA1 et NF-YA2, l’efficacité de 
réduction de l’expression de ces gènes n’est pas la même pour chaque plante. Néanmoins, à 
trois jours après inoculation, alors que les racines transformées par la construction GUS RNAi 
présentent de nombreux « bumps » infectés par les rhizobia (Figure 48F), les « bumps » 
nodulaires ne sont que très rarement observés chez les plantes NF-YA RNAi quand les 
Figure 48. Les racines NF-YA RNAi sont altérées dans les étapes précoces de la nodulation chez Medicago 
truncatula. 
(A, B) Les racines NF-YA RNAi présentent une forte réduction du nombre de nodules formés après inoculation par 
Sinorhizobium meliloti. (A) Nombre de nodules comptés par système racinaire de plantes NF-YA RNAi (rouge) et GUS 
RNAi (bleu) à 7, 12, et 16 jours après inoculation (dpi). (B) Pourcentage de plantes sans nodule à 7, 12, et 16 dpi. (C-
F) Phénotypes des racines NF-YA RNAi (C, D) et GUS RNAi (E, F) trois jours après inoculation par une souche de 
Sinorhizobium meliloti exprimant le gène LacZ (magenta). Les cordons d’infection observés dans les poils absorbants 
des plantes NF-YA RNAi sont majoritairement arrêtés à l’apex des poils où une accumulation exagérée de rhizobia est 
observée (C), alors que la majorité des cordons observés dans les poils absorbants des plantes GUS RNAi progressent 
sous forme de structures linéaires (E). Certains cordons d’infection parviennent à progresser dans les tissus racinaires 
internes des plantes NF-YA RNAi (D) mais la formation de primordia nodulaires comme ceux observés dans les racines 






bactéries progressent dans les tissus corticaux racinaires (Figure 48D). Ensemble, ces données 
suggèrent que la dérégulation des gènes NF-YA1 et NF-YA2 aboutit à un blocage ou une 
altération drastique de l’organogénèse nodulaire et de l’infection rhizobienne dans les poils 
absorbants racinaires. Il est très probable que les phénotypes altérés d’infection et 
d’organogénèse nodulaire observés soient une conséquence de la dérégulation de l’expression 
des gènes ERN1 et ENOD11 dans les racines des plantes NF-YA RNAi. La génération de 
lignées NF-YA RNAi stables est en cours dans l’équipe d’accueil. 
2. 4  Initiation de l’étude fonctionnelle de NF-YA2 en réponse 
aux NFs 
Dans le but de tester l’hypothèse selon laquelle NF-YA2 est le seul NF-YA de 
Medicago truncatula impliqué dans le contrôle de l’expression de ERN1 et ENOD11 en 
réponse précoce aux NFs, nous avons choisi d’exprimer une construction RNAi visant à 
réduire spécifiquement l’expression de NF-YA2 dans des racines transgéniques de Medicago 
truncatula. Pour ce faire, un fragment d’ADN de la région 3’UTR du gène NF-YA2 a été 
cloné en sens et en anti-sens pour permettre l’expression d’une structure en tige-boucle de 
cette région, appelée NF-YA2 RNAi, dans les racines de Medicago truncatula. Dans le but de 
s’assurer que la construction NF-YA2 RNAi réduit spécifiquement l’expression de NF-YA2 et 
non celle des autres NF-YAs de Medicago truncatula, nous avons analysé l’expression de tous 
les MtNF-YAs dans les racines transgéniques GUS RNAi ou NF-YA2 RNAi. Dans les racines 
transgéniques NF-YA2 RNAi, nous avons observé une diminution de l’accumulation des 
transcrits NF-YA2 d’un facteur 4 en moyenne (Figure 49A). De plus, aucun des autres NF-YAs 
ne voit son expression dérégulée dans les racines NF-YA2 RNAi en comparaison aux racines 
transgéniques GUS RNAi (Figure 49B-C).  Ces résultats suggèrent que la construction RNAi 
utilisée dérégule spécifiquement l’expression de NF-YA2 dans les racines de Medicago 
truncatula. Nous avons ensuite analysé l’expression de NSP1, ERN1 et ENOD11 dans les 
racines de plantes NF-YA2 RNAi en réponse à un traitement de 6 heures par des NFs, et 
comparé ces niveaux relatifs d’expression avec ceux des racines de plantes GUS RNAi. Dans 
ces conditions nous n’avons pas observé de différence significative dans l’accumulation des 
transcrits  correspondants entre les racines contrôles et les racines RNAi (Figure 49D). Ces 
résultats suggèrent que la réduction de l’expression de NF-YA2 seule ne suffit pas à inhiber 
l’induction par les NFs de l’expression de ERN1 ou ENOD11, comme c’est le cas lorsque les 
expressions de NF-YA1 et NF-YA2 sont toutes les deux réduites. Cependant, nous ne pouvons 
Figure 49. L’expression d’ENOD11 et de ERN1 n’est pas affecté dans les racines des plantes NF-YA2 RNAi en 
réponse aux NFs. 
(A-C) La construction NF-YA2 RNAi réduit spécifiquement l’expression de NF-YA2 dans les racines transgéniques de 
Medicago truncatula. (A, B) Expression de NF-YA2 (A) et NF-YA1 (B) dans des racines GUS RNAi ou NF-YA2 RNAi 
traitées pendant 6 heures par des NFs concentrés à 10-9M. (C, D) Expression des autres NF-YAs de Medicago 
truncatula et de NSP1, ERN1, et ENOD11 en réponse aux NFs dans des racines de plantes GUS RNAi (gris) ou NF-
YA2 RNAi (rouge). Les barres d’erreurs correspondent aux écarts types des moyennes d’expressions relatives dans 20 à 






pas exclure que le niveau résiduel de transcrits présents dans les racines NF-YA2 RNAi soit 
suffisant à l’activité des gènes qu’il régule en aval. De plus, les résultats obtenus ici restent 
préliminaires, et seulement une répétition biologique a été réalisée à ce jour. 
2. 5  Conclusions 
Cette partie de ma thèse a eu comme objectif principal d’étudier la redondance 
fonctionnelle probable entre NF-YA1 et NF-YA2 au cours des étapes de pré-infection chez 
Medicago truncatula. L’utilisation d’une construction RNAi dérégulant spécifiquement 
l’expression de NF-YA1 et NF-YA2 a permis de montrer que ces deux gènes sont impliqués 
très précocement au cours de la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium 
meliloti. Les racines NF-YA RNAi présentent des phénotypes d’infection dans les poils 
absorbants encore plus sévères que le mutant nf-ya1-1, avec une majorité de cordons 
d’infections arrêtés au stade de formation des micro-colonies à l’apex des poils. Nous avons 
également montré que ces phénotypes sont très probablement associés à une forte réduction 
de l’expression de ERN1 et ENOD11 en réponse aux NFs de Sinorhizobium meliloti. Ces 
données suggèrent que NF-YA1 et/ou NF-YA2 sont impliqués positivement dans la 
régulation directe ou indirecte de ERN1 et ENOD11. De manière intéressante, les défauts 
d’infection rhizobienne observés dans les racines inoculées des plantes composites NF-YA 
RNAi sont très similaires à ceux observés chez le mutant bit1-1 (ern1) qui est également 
sévèrement affecté dans l’initiation des cordons d’infection (Middleton et al., 2007). 
Dans le but de savoir si la réduction seule de l’expression de NF-YA2 aboutissait 
également à une réduction de l’expression de ERN1 et ENOD11 en réponse aux NFs, nous 
avons initié l’étude fonctionnelle spécifique de ce gène, également par une approche de 
RNAi. Même si les résultats restent préliminaires, l’induction encore présente de l’expression 
de ERN1 et ENOD11 dans les racines NF-YA2 RNAi traitées par des NFs suggère que NF-
YA2 n’est pas responsable à lui seul du contrôle de l’expression de ces gènes. De plus, cette 
observation vient appuyer l’hypothèse d’une redondance fonctionnelle entre les facteurs de 
transcription NF-YA1 et NF-YA2 dans le contrôle des étapes de pré-infection via la 
régulation positive des gènes ERN1 et ENOD11, puisqu’une telle réduction de l’activité 
transcriptionnelle de ces gènes en réponse aux NFs n’est ni observée chez le mutant nf-ya1-1, 
ni dans les racines de plantes NF-YA2 RNAi. Cependant, même si ces résultats pourraient 

































35S:NF-YA1 35S:NF-YA2 35S:ERN1 
N =                  76                                78                               71 
Figure 50. NF-YA1 et NF-YA2 activent la transcription d’ENOD11 dans les racines de Medicago truncatula. 
Des racines de Medicago truncatula L416 portant une fusion transcriptionnelle pENOD11 : GUS ont été transformées 
par une construction p35S : NF-YA1 ou p35S : NF-YA2 permettant l’expression constitutive de ces deux gènes, via 
Agrobacterium rhizogenes. (A) Différentes intensités de l’activité glucuronidase ont été observées après 
transformation des constructions p35S : NF-YA1 ou p35S : NF-YA2. Blanc, expression non-symbiotique de pENOD11 : 
GUS dans les pointes racinaires et les traces vasculaires ; Bleu clair, expression modérée de pENOD11 : GUS ; Bleu 
foncé, forte expression de pENOD11 : GUS. (B) Pourcentage de racines qui expriment modérément (bleu clair) ou 
fortement (bleu foncé) la fusion transcriptionnelle pENOD11 : GUS. Le nombre de plantes analysées pour chaque 






et ENOD11, les modes d’action de NF-YA1 et NF-YA2 dans le contrôle de l’expression de 
ces gènes au cours des étapes de pré-infection restent à élucider. 
3. NF-YA1 et NF-YA2 agissent en amont de l’activation 
d’ENOD11 dans la voie de réponse aux NFs 
Les données présentées précédemment suggèrent que NF-YA1 et NF-YA2 jouent un 
rôle positif en aval de DMI3 dans la voie de signalisation NF aboutissant à l’induction de 
nodulines précoces telles qu’ENOD11. Cette partie de ma thèse a eu pour objectif de 
caractériser le mode d’action par lequel NF-YA1 et NF-YA2 contrôlent l’expression 
d’ENOD11 pendant les étapes de pré-infection, par des expériences de transactivation dans les 
racines de Medicago truncatula, ou dans le système hétérologue Nicotiana benthamiana. 
3. 1  NF-YA1 et NF-YA2 activent l’expression d’ENOD11 dans 
les racines de Medicago truncatula 
Comme l’expression d’ENOD11 en réponse aux NFs est sévèrement réduite dans les 
racines des plantes dont l’expression de NF-YA1 et NF-YA2 est dérégulée, nous avons à 
l’inverse testé l’effet de la surexpression de NF-YA1 ou NF-YA2 sur l’expression d’ENOD11 
dans des racines transgéniques de Medicago truncatula. Pour cela, les ORFs codant pour NF-
YA1 et NF-YA2 ont été clonées en aval du promoteur p35S. Nous avons utilisé des plantes 
sauvages ou mutantes de la lignée transgénique L416 dont une construction contenant une 
région promotrice d’ENOD11 de 2,3 kb en fusion transcriptionnelle avec le gène rapporteur 
GUS est stablement intégrée dans le génome (Journet et al., 2001). Nous avons ensuite réalisé 
des analyses histochimiques de l’activité pENOD11 : GUS dans les racines de plantes 
transgéniques qui surexpriment NF-YA1 ou NF-YA2, et les racines transgéniques ont été 
classées suivant l’intensité de la coloration observée (Figure 50A). Le facteur de transcription 
ERN1 étant connu pour réguler positivement l’expression d’ENOD11 (Andriankaja et al., 
2007), nous avons de plus utilisé une construction p35S : ERN1 comme contrôle positif dans 
ces expériences. 
Lorsque NF-YA1 ou NF-YA2 sont exprimés constitutivement dans les racines de 
Medicago truncatula sauvages L416, une induction de l’activité pENOD11 : GUS est 
observée dans les tissus épidermiques pour une grande proportion de racines transgéniques, en 





























N =                 238                          48                         75                       123 
Figure 51. L’activation de la transcription d’ENOD11 par NF-YA1 est dépendante de NSP1 et ERN1.  
Des racines de Medicago truncatula L416 sauvages ou mutées pour les gènes dmi3, nsp1, et ern1 (bit1) ont été 
transformées par une construction p35S : NF-YA1 via Agrobacterium rhizogenes. Cette figure représente le 
pourcentage de racines qui n’expriment pas (blanc), modérément (bleu clair) ou fortement (bleu foncé) la fusion 
transcriptionnelle pENOD11 : GUS. Le nombre de plantes analysées est indiqué (N). 






dans ces racines n’est pas aussi forte que celle visualisée lorsque le facteur de transcription 
ERN1 est exprimé constitutivement dans les racines de L416 (Figure 50B). Une des 
explications à cela pourrait être que la surexpression seule d’une sous-unité NF-YA n’est pas 
suffisante à une activation optimale de l’expression de ses gènes cibles qui nécessiterait 
également une plus forte accumulation des deux autres sous-unités NF-YB et NF-YC. Pour 
NF-YA1, nous avons également testé sa capacité à induire l’expression d’ENOD11 dans les 
racines de plantes L416 mutantes pour les gènes DMI3, NSP1 ou ERN1. De manière 
intéressante, alors que l’expression constitutive de NF-YA1 dans les racines de plantes 
dmi3/L416 aboutit à une activation de la fusion transcriptionnelle pENOD11 : GUS dans les 
tissus épidermiques racinaires, cette activation n’est plus observée dans les racines de plantes 
nsp1/L416 ou ern1/L416 (Figure 51). Ensemble, ces résultats indiquent que l’expression 
constitutive de NF-YA1 ou NF-YA2 peut contourner la perception des NFs et une partie de la 
cascade de signalisation engendrée par cette perception. Cependant, l’activation de 
l’expression d’ENOD11 par NF-YA1 est clairement dépendante de la présence de NSP1 et 
ERN1. Au moins deux hypothèses peuvent être proposées quant au rôle de NF-YA1 en amont 
de l’induction de l’expression d’ENOD11. La première serait que ce facteur de transcription 
agisse au sein de complexes multi-protéiques sur le promoteur d’ENOD11 au cours de la voie 
de signalisation NF, de concert avec le facteur de transcription ERN1. Une deuxième 
possibilité serait que NF-YA1 agirait directement ou indirectement en amont de l’induction de 
l’expression de ERN1 en réponse aux NFs, ensemble avec les facteurs de transcription NSPs. 
L’hypothèse d’une action de NF-YA1 en amont de l’induction de NSP1 est peu probable au 
vu des résultats présentés dans la partie 2. de ce chapitre, selon lesquels l’activation de 
l’expression de ce gène est toujours présente dans les racines des plantes NF-YA RNAi. 
3. 2  NF-YA1 et NF-YA2 activent l’expression de ERN1 dans 
les cellules de Nicotiana benthamiana 
L’expression conjointe de NF-YA1 et NF-YA2 est requise pour l’activation de la 
transcription d’ENOD11 et de ERN1 en réponse aux NFs. De plus, l’expression constitutive 
de NF-YA1 ou NF-YA2 dans les racines de Medicago truncatula aboutit à l’activation de la 
transcription d’ENOD11 en absence de signal symbiotique. Pour évaluer en détail la capacité 
de ces deux FTs à activer la transcription d’ENOD11, nous avons choisi de réaliser des 
expériences de transactivation dans Nicotiana benthamiana. Ainsi, les protéines NF-YA1 ou 
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Figure 52. NF-YA1, NF-YA2 et les versions mutantes de ces protéines sont localisées dans le noyau des cellules 
foliaires de Nicotiana benthamiana. 
(A-E) Localisation subcellulaire des fusions traductionnelles YFP - NF-YA1 (A), YFP - NF-YA2 (B), YFP - NF-YA1-
ΔDB (C), YFP - NF-YA1-K171E (D), YFP - NF-YA2-K173E (E) 36 heures après agro-infiltration de feuilles 
de Nicotiana benthamiana. (F) Western blot montrant la présence des protéines chimériques NF-YA1, NF-
YA2, NF-YA1-ΔDB, NF-YA1-K171E, NF-YA2-K173E exprimées en fusion traductionnelle avec un tag 
3HA. L’anticorps utilisé est dirigé contre l’épitope 3HA. Les protéines provenant de feuilles infiltrées par la 






GUS ou pERN1 : GUS dans des feuilles de Nicotiana benthamiana par la méthode d’agro-
infiltration, et l’activation de la transcription des gènes rapporteurs a été évaluée. 
3.2. 1 Expression des constructions utilisées dans les cellules épidermiques de Nicotiana 
benthamiana 
Pour réaliser les expériences de transactivation décrites précédemment, il a d’abord 
fallu vérifier que les protéines NF-YA1 et NF-YA2 utilisées étaient bien produites dans les 
cellules foliaires épidermiques de Nicotiana benthamiana, et que la localisation subcellulaire 
de ces protéines était bien nucléaire. En plus de NF-YA1 et NF-YA2, nous avons utilisé une 
version de NF-YA1 mutée sur son domaine de liaison à l’ADN. Nous avons recherché dans la 
littérature animale quels sont les acides aminés requis pour la liaison de la sous-unité NF-YA 
aux régions promotrices CCAAT. Une étude structure fonction a permis de montrer qu’une 
substitution de trois acides aminés (positions 312 à 315) dans le domaine de liaison à l’ADN 
de la sous-unité NF-YA de souris (RGE AAA) aboutit à une perte de liaison à l’ADN sans 
altérer la capacité de cette protéine à interagir avec les autres sous-unités NF-Y ; cette version 
de NF-YA a été appelée YA29 (Mantovani et al., 1994). Par analogie des séquences 
protéiques de NF-YA chez la souris et chez Medicago truncatula, nous avons pu identifier les 
trois acides aminés correspondant sur la protéine NF-YA1 (RGC, positions 214 à 217). Sur la 
base de ces analogies de séquences protéiques, des expériences de mutagénèse dirigée nous 
ont permis d’amplifier une version mutée de NF-YA1 codant pour une protéine dont les 
résidus RGC ont été substitués par trois alanines ; cette version mutée de MtNF-YA1 est 
appelée NF-YA1- ΔDB. Les ORFs codant pour NF-YA1, NF-YA2, et NF-YA1- ΔDB ont été 
clonés dans des vecteurs permettant la surexpression des protéines correspondantes en fusion 
traductionnelle avec trois épitopes HA dans les feuilles de Nicotiana benthamiana. Après 
agro-infiltration, la présence des protéines chimériques 3HA-NF-YA1, 3HA-NF-YA2 et 
3HA- NF-YA1- ΔDB a été vérifiée par Western Blot en utilisant des anticorps dirigés contre 
l’épitope HA (Figure 52F), de même que la localisation nucléaire des protéines chimériques 
YFP-NF-YA1, YFP-NF-YA2 et YFP- NF-YA1- ΔDB (Figure 52A-C). 
3.2. 2 Transactivation de pERN1 : GUS et pENOD11 : GUS 
i. Transactivation de pENOD11 : GUS 
Deux régions distinctes sur le promoteur d’ENOD11 dirigent son expression au cours 
de la voie de signalisation et de l’infection rhizobienne. En réponse à la signalisation NF, 
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Figure 53. NF-YA1 et NF-YA2 n’activent pas l’expression d’ENOD11 dans les feuilles de Nicotiana benthamiana. 
Des feuilles de Nicotiana benthamiana ont été co-infiltrées par des constructions activatrices p35S : 3HA - NF-YA et 
les gènes rapporteurs NF-box : GUS (A) ou INF : GUS (B). L’activité du gène rapporteur GUS a été mesurée dans les 
disques foliaires après infiltration des constructions NF-box : GUS ou INF : GUS seules (-), ou combinées aux 
protéines activatrices NF-YAs, ERN1, ou NSPs exprimées en fusions traductionnelles avec un épitope 3HA, et sous le 
contrôle d’un promoteur p35S. L’activité GUS dans les disques foliaires a été déterminée 36 heures après infiltration. 
Les données sont représentées sous forme de niveaux d’induction par rapport à l’échantillon contrôle (-). Les barres 
d’erreurs représentent les écarts types de la moyenne des activités GUS provenant de 10 à 20 échantillons individuels 
(trois répétitions biologiques). 






l’expression d’ENOD11 est positivement régulée par le facteur de transcription ERN1 via sa 
liaison à la séquence promotrice NF-box située entre les positions -398 et -358 (Andriankaja 
et al., 2007). En plus des évènements précoces de signalisation en réponse aux NFs, ENOD11 
est également exprimé au cours des étapes subséquentes d’infection rhizobienne. Cette 
expression est sous le contrôle d’une région promotrice de 257 paires de bases située en aval 
de la NF-box, et juste en amont du codon d’initiation de la traduction d’ENOD11 (Boisson-
Dernier et al., 2005). Le facteur de transcription dimérique NSP1/NSP2 régule l’expression 
d’ENOD11 au cours de l’infection rhizobienne via cette région promotrice (Cerri et al., 2012). 
De plus, les NFs seuls ne sont pas suffisants pour activer cette région régulatrice qui requiert 
la présence des bactéries (Boisson-Dernier et al., 2005). Au laboratoire, deux constructions 
différentes de pENOD11 : GUS ont été générées (F. de Carvalho-Niebel). La première, 
suffisante pour diriger l’expression d’ENOD11 dans les poils absorbants de Medicago 
truncatula en réponse aux NFs (Andriankaja et al., 2007), comprend un tétramère de NF-box 
(4 x NF-box) et le promoteur minimal p35S fusionnés en 5’ du gène GUS (NF-box : GUS). La 
deuxième, suffisante pour diriger l’expression d’ENOD11 au cours de l’infection rhizobienne, 
comprend la région de 257 paires de bases en amont du codon d’initiation de la traduction 
fusionnée en 5’ au gène GUS (INF : GUS) (Boisson-Dernier et al., 2005). Nous avons testé la 
capacité des protéines chimériques 3HA-NF-YA1, 3HA-NF-YA2, et 3HA-NF-YA1-ΔDB à 
activer la transcription des fusions transcriptionnelles reportrices pENOD11 : GUS décrites 
précédemment dans les feuilles de Nicotiana benthamiana (L. Frances, F. de Carvalho-
Niebel). Les protéines chimériques 3HA-ERN1 et 3HA-NSP1 / 3HA-NSP2 ont été utilisées 
comme contrôles positifs d’activation des gènes rapporteurs NF-box : GUS et INF : GUS, 
respectivement. Dans ces conditions, la transcription d’aucun des deux gènes rapporteurs 
utilisés n’est activée par NF-YA1 ou NF-YA2 (Figure 53A-B). Ces résultats indiquent que 
même si NF-YA1 et NF-YA2 sont capables d’activer la transcription d’ENOD11 dans les 
racines de Medicago truncatula, il est peu probable que ce gène soit une cible directe de NF-
YA1 et NF-YA2 au cours des étapes de pré-infection ou d’infection rhizobienne. 
ii. Transactivation de pERN1 : GUS 
Pour analyser l’effet de la surexpression de NF-YA1 ou NF-YA2 sur la transcription 
de ERN1, nous avons utilisé comme gène rapporteur une région de 2,3 kb en amont du codon 
d’initiation de la traduction de ERN1 fusionnée en 5’ du gène GUS (Cerri et al., 2012). Le 
dimère NSP1/NSP2 active l’expression de ERN1 au cours de la signalisation NF. Nous avons 
Figure 54. NF-YA1 et NF-YA2 activent l’expression de ERN1 dans les feuilles de Nicotiana benthamiana. 
(A, B) L’activité du gène rapporteur GUS dirigé par une région promotrice de ERN1 de 2,3 kb a été mesurée dans des 
disques foliaires après infiltration de la construction pERN1 : GUS seule (-), ou combinée aux protéines activatrices 
NF-YAs (A) et/ou NSPs (B) exprimées en fusions traductionnelles avec un épitope 3HA, et sous le contrôle d’un 
promoteur p35S. L’activité GUS dans les disques foliaires a été déterminée 36 heures après infiltration. Les données 
sont représentées sous forme de niveaux d’induction par rapport à l’échantillon contrôle (-). Les barres d’erreurs 
représentent les écarts types de la moyenne des activités GUS provenant de 10 à 20 échantillons individuels (trois 
répétitions biologiques). 






donc utilisé ce facteur de transcription comme contrôle positif d’activation de pERN1 : GUS 
dans nos expériences. L’activité glucuronidase a été mesurée 36 heures après co-infiltration 
des constructions 3HA : NF-YA1 ou 3HA : NF-YA2 et pERN1 : GUS. Dans ces conditions, 
l’expression de NF-YA1 ou NF-YA2 mène à une forte activation transcriptionnelle du gène 
rapporteur pERN1 : GUS (Figure 54A), qui reste néanmoins plus faible que l’activation de ce 
gène rapporteur par NSP1/NSP2 (Figure 54B). De manière intéressante, l’expression de 
pERN1 : GUS n’est pas activée par la protéine chimérique 3HA-NF-YA1-ΔDB (Figure 54A). 
Ensemble, ces données suggèrent que NF-YA1 et NF-YA2 régulent positivement la 
transcription de ERN1. De plus, de manière équivalente à l’action de NF-YA chez les 
mammifères, les résidus R, G, et C entre les positions 214 et 217 de NF-YA1 jouent un rôle 
clé dans la régulation de la transcription de ERN1. Au vu de la forte conservation des 
séquences protéiques NF-YAs entre les animaux et les plantes, il est très probable que ces 
trois résidus soient impliqués dans la liaison à l’ADN cible de NF-YA1. 
Chez les animaux, la liaison à l’ADN du complexe NF-Y et l’activation subséquente 
de ses gènes cibles est absolument dépendante de la présence des trois sous-unités 
(Mantovani, 1999). Il est donc probable que, pour l’activation de la transcription de pERN1 : 
GUS, NF-YA1 et NF-YA2 agissent en complexe trimérique avec les sous-unités endogènes 
NF-YB et NF-YC de Nicotiana benthamiana. Pour tester cette hypothèse, ensemble avec la 
construction pERN1 : GUS, nous avons donc co-exprimé des versions mutantes de NF-YA1 
et NF-YA2 affectées dans leur capacité à interagir avec les autres membres du trimère NF-Y. 
Ces protéines sont K171E pour NF-YA1 et son équivalent K173E pour NF-YA2. Comme les 
versions sauvages de NF-YA1 et NF-YA2, des fusions traductionnelles de ces protéines à la 
YFP sont exprimées dans le noyau des cellules de Nicotiana benthamiana (Figure 52D-E). 
Après co-infiltration des constructions 3HA-K171E ou 3HA-K173E avec pERN1 : GUS, 
même si le niveau d’activation de pERN1 : GUS n’est pas nul dans ces conditions, nous avons 
pu observer une diminution de l’activité glucuronidase (Figure 54A). Il est donc très probable 
que NF-YA1 et NF-YA2 interagissent avec des sous-unités NF-YB et NF-YC endogènes de 
Nicotiana benthamiana pour activer la transcription du gène rapporteur, et que cette 
interaction soit altérée pour les protéines mutantes NF-YA1-K171E et NF-YA2-K173E. Le 
niveau résiduel de l’activité GUS observée pourrait être une conséquence d’interactions 
encore possibles entre les versions mutantes utilisées et les sous-unités NF-Y endogènes. Une 
proposition alternative serait que NF-YA1 ou NF-YA2 seuls peuvent induire la transcription 







Comme le dimère NSP1/NSP2 active également l’expression de ERN1 au cours des 
étapes de pré-infection (Cerri et al., 2012), nous avons testé l’hypothèse d’une coopérativité 
entre NF-YA1 ou NF-YA2 et NSP1/NSP2. Pour ce faire nous avons co-infiltré les 
constructions 3HA-NSP1, 3HA-NSP2 et 3HA-NF-YA1 ou 3HA-NF-YA2, avec la 
construction pERN1 : GUS, puis nous avons dosé l’activité glucuronidase (L. Frances, F. de 
Carvalho-Niebel). Une légère augmentation de l’activité GUS a été systématiquement 
observée dans ces conditions en comparaison à l’activité induite par le dimère NSP1/NSP2 
seul, même si cette augmentation n’est pas significative. L’hypothèse d’un mode d’action 
coopératif entre NF-YA et NSP reste tout à fait envisageable, et nous pensons qu’une 
différence plus forte de l’activité pERN1 : GUS pourrait être observée en réponse à la co-
expression d’un trimère NF-Y avec le dimère NSP1/NSP2. Ces expériences sont en cours 
dans l’équipe d’accueil. 
3. 3  Conclusions 
Cette partie de ma thèse a permis d’identifier des gènes cibles candidats de NF-YA1 et 
NF-YA2 au cours des étapes de pré-infection chez Medicago truncatula. Alors qu’une 
réduction de l’expression de NF-YA1 et NF-YA2 dans des racines transgéniques de Medicago 
truncatula aboutissent à une forte dérégulation de l’expression d’ENOD11 en réponse aux 
NFs (partie 2. 3), nous avons pu montrer qu’à l’inverse, l’expression constitutive de NF-YA1 
ou NF-YA2 mène à une augmentation de l’activité transcriptionnelle d’ENOD11 dans 
l’épiderme racinaire. Cependant, comme le montrent les résultats de transactivation dans les 
feuilles de Nicotiana benthamiana, l’induction de l’expression d’ENOD11 n’est pas le résultat 
d’une activation directe de NF-YA1 ou NF-YA2, mais pourrait être la conséquence de 
l’activation de la transcription de ERN1. Cette hypothèse est appuyée par l’observation selon 
laquelle dans les cellules foliaires de Nicotiana benthamiana, la surexpression de NF-YA1 ou 
NF-YA2 mène à l’induction de l’expression du gène rapporteur pERN1 : GUS. De plus, pour 
réguler l’expression de pERN1 : GUS, il est très probable que NF-YA1 ou NF-YA2 agissent 
au sein de trimères NF-Y dont les sous-unités NF-YB et NF-YC sont des sous-unités 














1. NF-YA1 et la voie de signalisation NF 
La perception du signal NF rhizobien mène à l’activation d’une cascade de 
signalisation qui implique la génération et le décodage d’oscillations calciques par la protéine 
CCaMK dans l’épiderme racinaire. En aval de CCaMK, deux facteurs de transcription de la 
famille des GRAS (NSP1 et NSP2) (Kalo et al., 2005; Smit et al., 2005), un ERF (ERN1) 
(Andriankaja et al., 2007; Middleton et al., 2007), et NIN (Schauser et al., 1999; Marsh et al., 
2007), sont impliqués dans l’activation génique des nodulines précoces. Cette voie de 
signalisation active deux processus développementaux différents, bien que temporellement 
très coordonnés : l’initiation de l’infection rhizobienne dans l’épiderme racinaire, et 
l’induction de divisions cellulaires dans le cortex, via un signal diffusible de nature inconnue 
à ce jour. Au cours de ma thèse, nous avons montré que l’expression de NF-YA1 est fortement 
et précocement induite dans l’épiderme racinaire en réponse à un traitement aux NFs. De plus, 
l’utilisation d’une fusion transcriptionnelle pNF-YA1 : GUS a mis en évidence une induction 
de l’expression de ce gène dans le cortex interne en réponse à une inoculation par 
Sinorhizobium meliloti. Par ailleurs, l’analyse du mutant nf-ya1-1 ou de plantes dont 
l’expression racinaire de NF-YA1 est réduite a montré que ce gène est à la fois impliqué dans 
les étapes d’infection rhizobienne et d’organogénèse nodulaire. Ce rôle double a également 
été constaté pour les facteurs de transcription NSP1, NSP2 et NIN, dont les mutants 
correspondants sont incapables de former des nodules ou des cordons d’infection dans les 
fonds génétiques snf1 (CCaMK auto-active) ou snf2 (LHK1 auto-actif). De manière 
intéressante, les plantes de Phaseolus vulgaris dont l’expression de NF-YC1 est réduite sont 
aussi affectées dans ces deux processus en réponse à Rhizobium etli (Zanetti et al., 2010). 
Nous avons montré que l’orthologue le plus proche de PvNF-YC1 (MtNF-YC2) interagit avec 
NF-YA1 dans la levure. Au vu des rôles très similaires pour MtNF-YA1 et PvNF-YC1, il est 
donc probable que chez Medicago truncatula, NF-YA1 et NF-YC2 agissent au sein d’un 
même complexe pour contrôler l’infection et la formation des primordia nodulaires.  
1. 1  Rôle au cours de l’organogénèse nodulaire 
A l’exception des études d’expression spatio-temporelle de NF-YA1 en réponse à 
Sinhorizobium meliloti, je n’ai pas abordé d’étude sur l’implication de ce gène au cours de 
l’organogénèse nodulaire durant ma thèse. Cependant, au vu de son profil d’expression et des 





clé dans ce processus. Il a récemment été montré que l’expression de NF-YA1 est induite en 
réponse à un traitement aux cytokinines dans les racines de Lotus japonicus, selon un profil 
d’expression temporelle similaire à celui de NIN (Heckmann et al., 2011). Par analogie avec 
Lotus japonicus, il serait intéressant d’analyser la régulation transcriptionnelle de NF-YA1 en 
réponse aux cytokinines dans les racines de Medicago truncatula. La construction pNF-YA1 : 
GUS serait un bon outil pour visualiser une potentielle régulation fine de l’expression de ce 
gène en réponse aux cytokinines. Chez les mammifères, le facteur de transcription NF-Y 
régule l’expression de gènes impliqués dans le contrôle de la progression du cycle cellulaire 
(Caretti et al., 2003; Dolfini et al., 2012), et notamment les gènes cdc2, cdc25, et CYCB 
impliqués dans la transition G2/M. Chez les légumineuses, l’expression de ces gènes est 
induite très précocement en réponse à une application de NFs ou à une inoculation par 
Sinorhizobium meliloti (Yang et al., 1994; Foucher and Kondorosi, 2000). NF-YA1, de 
concert avec NF-YC2,  pourrait être impliqué dans la régulation positive de l’expression de 
ces gènes. Cette hypothèse s’appuie sur les données obtenues par Zanetti et al. (2011), selon 
lesquelles les racines de Phaseolus vulgaris dont les niveaux de transcrits de PvNF-YC1 sont 
réduits ou exprimés constitutivement présentent respectivement une réduction ou une 
augmentation de l’expression de ces trois régulateurs du cycle cellulaire. Une direction forte 
prise par l’équipe d’accueil pour le futur consiste en la compréhension du rôle de NF-YA1 
dans le contrôle du cycle cellulaire au sein du méristème nodulaire. 
1. 2  Rôle dans l’épiderme au cours des étapes de pré-infection 
Nous avons pu montrer que l’expression de NF-YA1 est fortement induite dans la zone 
de développement des poils absorbants (zone de pré-infection) en réponse à un court 
traitement aux NFs. L’absence d’induction observée dans les racines des mutants nfp et dmi3 
suggère que NF-YA1 agit en aval de DMI3 en réponse aux NFs. Alors que l’induction de 
l’expression de NF-YA1 par les NFs est dépendante de NFP et DMI3, nous avons aussi 
montré qu’elle est indépendante des gènes NSP1, NSP2 ou ERN1. Ces résultats sont en partie 
contradictoires avec une étude récente dans laquelle l’expression de NF-YA1 n’est pas induite 
par les NFs dans les racines des mutants nsp1 et nsp2 (Horvath et al., 2011). Cependant, dans 
cette étude, les racines ont subi un traitement aux NFs d’une durée beaucoup plus longue (16 
heures), pour laquelle nous avons observé une accumulation des transcrits NF-YA1 beaucoup 
plus faible qu’après 4 heures de traitement. Ainsi, il est tentant de spéculer que l’activation 















Figure 55. Modèle hypothétique décrivant l’implication de NF-YA1 et NF-YA2 dans la voie de signalisation de 





de transcription NSP1 ou NSP2, mais ces derniers sont probablement requis pour le maintien 
d’une expression suffisante de NF-YA1 le long des étapes symbiotiques subséquentes. Nous 
avons également montré que l’induction de l’expression de NF-YA1 est absolument 
dépendante du gène NIN, plaçant ce dernier comme un régulateur essentiel de NF-YA1 en 
réponse aux NFs. Chez Lotus japonicus, il a récemment été montré que la protéine CYCLOPS 
(IPD3), substrat de la protéine kinase CCaMK (DMI3), est un facteur de transcription qui se 
lie au promoteur de NIN et active sa transcription dans le système hétérologue Nicotiana 
benthamiana (M. Parniske, données non publiées). Par analogie chez Medicago truncatula, il 
serait intéressant d’analyser l’expression de NF-YA1 dans les racines du mutant ipd3 en 
réponse aux NFs, afin de voir si la phosphorylation de IPD3 par DMI3 aboutit à une 
accumulation des transcrits NF-YA1 et de positionner ce dernier dans la voie 
DMI3/IPD3/NIN. De plus, le facteur de transcription NSP1 peut se lier au promoteur de NIN 
in vitro (Hirsch et al., 2009). En supposant que NIN soit le régulateur principal de 
l’expression de NF-YA1 en réponse aux NFs, il est probable que le maintien d’une expression 
suffisante de NF-YA1 tout au long de la voie de signalisation NF soit le résultat d’une boucle 
de régulation positive exercée par NSP1 via sa liaison au promoteur de NIN. 
Comme les facteurs de transcription NSP1/NSP2 et ERN1, NF-YA1 pourrait agir 
positivement sur l’expression d’ENOD11. Nous avons en effet montré que l’expression 
constitutive de NF-YA1 dans les racines de Medicago truncatula aboutit à l’activation d’une 
fusion transcriptionnelle pENOD11 : GUS, sans traitement par des NFs. Cependant 
l’induction des fusions transcriptionnelles NF-box : GUS et INF : GUS ne sont pas activées 
par une surexpression de NF-YA1 dans Nicotiana benthamiana. Il semble donc peu probable 
que NF-YA1 agisse directement sur le promoteur d’ENOD11, et la transactivation de 
l’expression de pENOD11 : GUS dans les racines de Medicago truncatula pourrait alors être 
le résultat d’une augmentation de l’expression de ERN1. Cette hypothèse est appuyée par les 
résultats obtenus dans Nicotiana benthamiana, selon lesquels NF-YA1 transactive 
l’expression de ERN1 mais pas d’ENOD11. De plus, dans les racines de Medicago truncatula, 
la transactivation de l’expression de pENOD11 : GUS par NF-YA1 requiert la présence de 
NSP1, suggérant que NF-YA1 seul n’est pas suffisant pour activer l’expression d’ENOD11. 
Ainsi, soit NF-YA1 agirait en amont de NSP1, soit NF-YA1 et NSP1 agiraient ensemble sur 
le promoteur de ERN1. L’expression de NSP1 étant toujours induite par les NFs dans les 
racines de plantes NF-YA RNAi ou dans le mutant nf-ya1-1, nous privilégions la seconde 





pour activer sa transcription en réponse aux NFs, et par conséquent, l’expression d’ENOD11. 
L’activité transcriptionnelle d’ENOD11 n’est dirigée par ERN1 qu’au cours des étapes de pré-
infection via sa liaison à la NF-box, alors que son expression au cours de l’infection 
rhizobienne est indépendante de ERN1, mais dépend du dimère NSP1/NSP2, via sa liaison à 
la région promotrice INF (Cerri et al., 2012). Ainsi, le contrôle indirect de l’expression 
d’ENOD11 par NF-YA1 via l’activation de l’expression de ERN1 est très probablement liée 
aux étapes de pré-infection en réponse aux NFs, alors qu’il est peu probable que NF-YA1 
agisse sur l’expression d’ENOD11 au cours de l’infection rhizobienne. 
Au-delà du rôle que peut jouer NF-YA1 au cours de la voie de signalisation NF, les 
résultats obtenus au cours de ma thèse soulèvent l’existence d’un réseau d’actions complexes 
des facteurs de transcription agissant en aval de la voie de signalisation NF. Cette complexité 
est probablement le résultat d’un contrôle de l’expression génique très finement régulé au 
cours du temps. Dans ce sens, il est très probable que les facteurs de transcription en aval de 
la voie de signalisation NF agissent sur l’expression de gènes cibles différents au long des 
étapes de pré-infection, notamment à travers des boucles de régulation positives ou négatives 
dans la voie de signalisation NF. Un modèle hypothétique décrivant l’implication de NF-YA1  
dans la voie de signalisation NF est proposé dans la figure 55. 
En outre, de nombreux composants de la voie de signalisation NF sont partagés avec 
la symbiose endomycorhizienne (Oldroyd et al., 2011). Au vu de l’implication de NF-YA1 
dans la voie de signalisation NF, nous nous posons la question du rôle que pourrait jouer ce 
gène dans la mycorhization. Des analyse phénotypiques du mutant nf-ya1-1 et de plantes 
transgéniques NF-YA RNAi sont en cours dans l’équipe d’accueil et devraient nous permettre 
de répondre à cette question. 
2. NF-YA1 et NF-YA2, des fonctions redondantes ? 
Ce travail a également permis d’aborder la question des relations fonctionnelles entre 
NF-YA1 et son proche homologue NF-YA2. Nous avons montré que ces facteurs de 
transcription NF-YAs sont tous deux capables d’activer la transcription de ERN1 dans le 
système hétérologue Nicotiana benthamiana. Alors qu’en réponse à 4 heures de traitement par 
des NFs, aucune réduction de l’expression d’ENOD11 ou de ERN1 n’a été observée dans les 
racines du mutant nf-ya1-1 ou dans les racines transgéniques NF-YA2 RNAi, l’accumulation 





lesquelles nous avons montré une forte diminution des transcrits NF-YA1 et NF-YA2. Ces 
résultats soulèvent la probabilité d’une action au moins partiellement redondante entre NF-
YA1 et NF-YA2 au cours de la voie de signalisation NF. Cependant, nous ne pouvons pas 
exclure que dans les racines NF-YA2 RNAi, l’expression résiduelle de NF-YA2 soit suffisante 
pour l’induction de l’expression des gènes ERN1 et ENOD11 en réponse aux NFs. Les 
analyses futures de mutants nf-ya2 et de doubles mutants nf-ya1-nf-ya2 aideront très 
probablement à mieux comprendre l’importance relative de NF-YA2 vis à vis de NF-YA1 au 
cours de la signalisation NF. Chez Arabidopsis thaliana, plusieurs études ont montré 
l’existence de fonctions redondantes entre des membres NF-Y de la même famille (Kumimoto 
et al., 2008 ; Kumimoto et al., 2010 ; Mu et al., 2012), notamment dans le contrôle du temps 
de floraison (Ben-Naim et al., 2006; Wenkel et al., 2006). NF-YB2 et NF-YB3 sont tous les 
deux essentiels pour une induction normale de la floraison en conditions de photopériode 
« jours longs » et régulent positivement la transcription du gène FLOWERING LOCUS T 
(FT), via leur liaison à un élément CCAAT présent sur le promoteur de ce dernier (Kumimoto 
et al., 2008). Dans cette étude, alors que chez les mutants simples nf-yb2 et nf-yb3, 
l’expression de FT est faiblement réprimée, une très forte réduction de l’expression de ce gène 
a été observée chez le double mutant nf-yb2-nf-yb3. NF-YB2 et NF-YB3 interagissent tous les 
deux avec NF-YC3, NF-YC4, et NF-YC9. De manière similaire aux sous-unités NF-YB2 et 
NF-YB3, les simples mutants nf-yc3, nf-yc4 et nf-yc9 ne sont pas affectés dans le temps de 
floraison, alors que la floraison du triple mutant nf-yc3-nf-yc4-nf-yc9 est très retardée 
(Kumimoto et al., 2010). 
La probabilité de fonctions redondantes entre NF-YA1 et NF-YA2 est appuyée par le 
niveau d’identité très élevé entre les séquences de ces deux protéines. En effet, entre ces deux 
protéines, les domaines conservés d’interaction avec les autres sous-unités NF-Y et de liaison 
à l’ADN sont identiques à 90% et 100%, respectivement. La conservation de ces sous-unités 
se reflète au niveau fonctionnel puisqu’elles sont toutes les deux capables de transactiver 
l’expression d’ENOD11 dans les racines de Medicago truncatula et l’expression de ERN1 
dans les feuilles de Nicotiana benthamiana. Tout comme NF-YA1, des expériences de double 
hybride dans la levure ont de plus montré que NF-YA2 interagit également avec NF-YC1 et 
NF-YC2 (M. Baudin, communication personnelle). Dans les racines de Medicago truncatula, 
NF-YA1 et NF-YA2 ont des profils d’expression chevauchants, et compatibles avec des rôles 
au cours de la voie de signalisation NF et de l’infection rhizobienne, puisqu’ils sont tous deux 





Cependant, l’expression de NF-YA1 est très faible en conditions non symbiotiques, et 
fortement inductible par les NFs ou par Sinorhizobium meliloti, alors que l’expression de NF-
YA2 adopte un profil ubiquitaire dans la racine, que ce soit en présence ou en absence de 
signal symbiotique. Nous proposons que chez Medicago truncatula, les protéines NF-YA1 et 
NF-YA2 aient un mode d’action similaire, alors que la diversification fonctionnelle de ces 
deux facteurs de transcription serait principalement liée à des différences d’expression spatio-
temporelle. Une manière de vérifier cette hypothèse consisterait à complémenter le phénotype 
défectueux de nodulation chez le mutant nf-ya1-1 par une construction permettant 
l’expression de NF-YA2 sous le contrôle du promoteur de NF-YA1 dans les racines de 
Medicago truncatula.  
Alternativement à un rôle redondant entre NF-YA1 et NF-YA2 au cours de la 
signalisation NF, nous ne pouvons pas exclure l’existence de mécanismes de compensation 
entre ces deux gènes. Dans ce sens, nous avons observé une légère augmentation du taux de 
transcrits NF-YA2 dans les racines du mutant nf-ya1-1 (données non montrées). Dans un 
contexte sauvage, il est donc possible qu’en plus d’agir positivement sur l’expression de 
ERN1 en réponse aux NFs, NF-YA1 exerce une régulation négative sur l’expression de NF-
YA2. Dans un fond génétique nf-ya1-1, l’expression toujours présente d’ENOD11 et de ERN1 
en réponse aux NFs s’expliquerait alors par une légère augmentation de l’expression de NF-
YA2 qui permettrait de compenser l’absence d’une protéine fonctionnelle NF-YA1. En accord 
avec cette proposition, les facteurs de transcription NF-Y peuvent agir comme des régulateurs 
transcriptionnels positifs ou négatifs (Ceribelli et al., 2008), et trois éléments cis régulateurs 
CCAAT sont présents dans une région promotrice de 1000 paires de bases en amont  du site 
d’initiation de la transcription de NF-YA2.  
Une analyse phylogénétique réalisée au cours de ma thèse a montré que les gènes NF-
YA1 et NF-YA2 sont le résultat d’une duplication récente chez les légumineuses Medicago 
truncatula et Glycine max (soja), alors que cette duplication n’est pas observée chez les non 
légumineuses Oriza sativa et Arabidopsis thaliana (Laloum et al., 2012). La comparaison des 
génomes séquencés de légumineuses a révélé qu’un événement de duplication complète du 
génome (WGD : whole-genome duplication) a eu lieu il y a 58 millions d’années (Ma) dans la 
sous-famille des Papilionidae (Young et al., 2011). Par la suite, les duplicats générés ont pu 
évoluer suivant des profils différents : la fonction du gène ancestral s’est partagée entre les 
deux duplicats (subfonctionnalisation) ; un des deux duplicats a adopté une nouvelle fonction 
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Figure 56. Séquence de la région promotrice de ERN1. 
Une région de 878 paires de bases en amont du site d’initiation de la transcription de ERN1 est représentée. Les motifs 
CCAAT (rouge) ou AATTT (vert ou souligné) orientés en sens ou en anti-sens sont représentés. La région 5’UTR est 




(néofonctionnalisation) ; un des deux duplicats a été délété et un seul gène est donc maintenu. 
L’évènement de WGD a largement contribué à l’élaboration de la symbiose rhizobienne, via 
la subfonctionnalisation ou la néofonctionnalisation des duplicats générés (Young et al., 2011; 
Young and Bharti, 2012). Par exemple chez Medicago truncatula, les gènes NFP et LYR1 
dérivent de cette WGD (Young et al., 2011), et NFP aurait évolué par subfonctionnalisation 
dans le but d’accomplir une fonction spécifique de la nodulation. ERN1 et ERN2 sont 
également des homologues qui dérivent de la WGD datant de 58 Ma, et ERN2 peut 
complémenter le phénotype de nodulation défectueuse du mutant bit1 lorsqu’il est exprimé 
sous le contrôle du promoteur de ERN1 (Cerri et al., 2012). Ces données suggèrent que les 
fonctions différentes des duplicats ERN1 et ERN2 seraient le résultat d’une évolution 
asymétrique des régions régulatrices plus que des régions codantes pour ces deux gènes. Ce 
type d’évolution a également été proposé pour les duplicats NF-Y (Yang et al., 2005). Les 
analyses phylogénétiques effectuées pour les sous-unités NF-YA démontrent qu’il est très 
probable que NF-YA1 et NF-YA2 dérivent de la duplication de génome datant de 58 Ma, et 
que NF-YA1 ait évolué par des mécanismes de subfonctionnalisation pour adopter un profil 
d’expression spécifique de la symbiose avec Sinorhizobium meliloti. Néanmoins, une 
méthode d’estimation plus précise de la période au cours de laquelle la duplication de ces 
deux gènes est survenue est requise. Par extension, ce type d’analyse phylogénique pour être 
une manière d’identifier des sous-unités NF-YB et NF-YC spécialisées dans la symbiose 
rhizobienne chez Medicago truncatula. Cette méthode s’est par ailleurs montrée efficace pour 
l’identification des facteurs de transcription de réponse primaire aux cytokinines MtRR9 et 
MtRR11 qui jouent un rôle clé au cours de la nodulation (den Camp et al., 2011). 
3. Mode d’action de NF-YA et gènes cibles ? 
Nous avons montré dans le système hétérologue Nicotiana benthamiana que NF-YA1 
et NF-YA2 peuvent agir comme des régulateurs transcriptionnels positifs de ERN1. 
L’évidence d’un rôle de régulateur positif transcriptionnel pour NF-YA1 est appuyée par 
l’auto-activation du gène rapporteur HIS3 observée lorsque cette protéine est exprimée en 
appât dans la levure. La forte conservation des séquences protéiques des sous-unités NF-Y 
suggère que très vraisemblablement, les facteurs de transcription NF-Y de plantes se lient aux 
éléments CCAAT de leurs promoteurs cibles (Petroni et al., 2012). Dans ce sens, tous les 
promoteurs ciblés par les NF-Y de plantes possèdent des boîtes CCAAT (Kumimoto et al., 





ces éléments CCAAT dans l’activité de liaison à l’ADN du complexe NF-Y (Calvenzani et 
al., 2012). Sur les promoteurs de gènes humains, les boîtes CCAAT liées par le complexe NF-
Y sont généralement positionnées entre -70 et -200 paires de bases en amont du site 
d’initiation de la transcription (TSS), et un pic de fréquence est observé autour de la position -
85 (Dolfini et al., 2009). De manière intéressante, cinq motifs CCAAT ont été identifiés dans 
une région promotrice de 850 paires de bases en amont du TSS de ERN1, et deux d’entre eux 
sont positionnées entre -90 et -180 paires de bases (Figure 56). Nous avons également analysé 
les séquences des promoteurs de six autres gènes jouant un rôle en aval de DMI3 au cours de 
la signalisation NF (ERN2, ERN3, NSP1, NSP2, ENOD11, PUB1). Aucune région promotrice 
analysée ne présente une telle densité d’éléments CCAAT, et aucune boîte CCAAT n’est 
présente en aval de la position -300. Ensemble, ces données bio-informatiques indiquent que 
ERN1 pourrait bien être une cible directe de NF-Y, même si une telle liaison de NF-Y sur le 
promoteur de ERN1 reste à démontrer. Cependant il n’est pas exclu que l’activation de la 
fusion transcriptionnelle pERN1 : GUS par NF-YA1 et NF-YA2 dans les cellules de 
Nicotiana benthamiana puisse être indirecte. Des expériences de ChIP (chromatin immuno-
precipitation) sont en cours dans l’équipe d’accueil et permettront sans doute de confirmer ou 
non cette cible potentielle. 
Chez les plantes comme chez les animaux, il est largement démontré que les sous-
unités NF-Y agissent au sein de complexes hétéro-trimériques composés des sous-unités NF-
YA, NF-YB et NF-YC (Mantovani, 1999 ; Laloum et al., 2012 ; Petroni et al., 2012). Dans ce 
sens, aucune liaison à l’ADN n’a été caractérisée pour un monomère NF-Y seul jusqu’à 
présent, que ce soit dans le domaine animal ou végétal (Dolfini et al., 2012 ; Calvenzani et al., 
2012 ; Petroni et al., 2012). Nous pensons donc que l’implication de NF-YA1 et NF-YA2 au 
cours de la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti ne peut pas 
s’étudier sans la caractérisation des membres NF-YB et NF-YC des complexes trimériques 
auxquels ils appartiennent. Une partie de ma thèse a eu pour objectif de rechercher les 
membres NF-YB et/ou NF-YC potentiellement impliqués dans un/des complexe(s) 
trimérique(s) avec NF-YA1. L’approche de criblage par double hybride dans la levure a été 
concluante, puisqu’elle nous a permis d’identifier NF-YC1 et NF-YC2 comme interacteurs 
putatifs de NF-YA1. Néanmoins, ces résultats sont en contradiction avec deux récentes études 
d’interactions systématiques des sous-unités NF-Y d’Arabidopsis thaliana par le système de 
double hybride, à l’issue desquelles de très faibles ou pas d’interaction entre les sous-unités 





Dans notre système il est probable que NF-YC1 et NF-YC2 interagissent avec la sous-unité 
NF-YB de levure, et que les dimères générés permettent la formation d’une surface 
d’interaction avec la sous-unité NF-YA1. Cette dynamique d’assemblage du complexe NF-Y 
est clairement démontrée chez les mammifères (Romier et al., 2003; Dolfini et al., 2012). En 
accord avec cette hypothèse, il a de plus été démontré que des mutants de levure pour le gène 
HAP5 (NF-YC) sont complémentés par l’expression de sous-unités NF-YCs de Solanum 
tuberosum (Ben-Naim et al., 2006), et qu’à l’inverse, deux sous-unités NF-YBs d’Arabidopsis 
thaliana  peuvent interagir avec les sous-unités HAP2 et HAP5 (NF-YA et NF-YC, 
respectivement) de levure (Kumimoto et al., 2008).  
Nous avons également recherché les acides aminés requis pour l’interaction entre NF-
YA1 et NF-YC2, et nous avons montré par l’utilisation d’une version mutante de NF-YA1 
que la lysine en position 171 (K171) joue un rôle crucial dans cette interaction. De manière 
intéressante ce résidu est très conservé entre les NF-Y de plantes et ceux de mammifères 
(Laloum et al., 2012 ; Petroni et al., 2012). De plus, alors que la protéine NF-YA1 active la 
transcription du gène HIS3 lorsqu’elle est exprimée seule en appât dans la levure, une perte 
d’auto-activation du gène rapporteur a été observée dans les levures exprimant NF-YA1-
K171E. Ce résultat indique que NF-YA1 interagit probablement avec les sous-unités NF-YB 
et NF-YC de levure, et que cette interaction induirait l’activation du gène rapporteur HIS3. 
La localisation subcellulaire et la dynamique d’association des sous-unités NF-Y 
d’Arabidopsis thaliana a récemment été étudiée (Calvenzani et al., 2012; Hackenberg et al., 
2012). En accord avec les localisations subcellulaires observées pour MtNF-YA1 et MtNF-
YA2, tous les NF-YAs d’Arabidopsis testés sont exclusivement localisés dans le noyau des 
cellules de Nicotiana benthamiana. Il est à noter que comme chez les mammifères, les NF-
YAs de plantes possèdent un signal d’adressage nucléaire (Laloum et al., 2012). De plus, des 
expériences d’interactions dans la levure, in planta ou in vitro ont montré que les sous-unités 
NF-YB et NF-YC interagissent dans la grande majorité des combinaisons testées et que cette 
interaction relocalise le dimère formé dans le noyau (Calvenzani et al., 2012; Hackenberg et 
al., 2012). La relocalisation nucléaire observée de NF-YB2 lorsque cette sous-unité est co-
exprimée avec NF-YC2 concorde donc avec les données obtenues chez Arabidopsis thaliana. 
Dans le contexte de la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti, les NF-
YCs identifiés par le criblage en double hybride sont de très bons interacteurs candidats de 





SYMBIMICS) ont de plus montré que comme NF-YA1, l’expression de NF-YC2 est fortement 
induite dans l’épiderme racinaire après 4 heures de traitement par des NFs (P. Gamas, 
communication personnelle). Des analyses de RNAi visant à comprendre les rôles relatifs de 
NF-YC1 et NF-YC2 au cours de la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium 
meliloti sont en cours dans l’équipe d’accueil (M. Baudin). En ce qui concerne NF-YB2, nous 
n’avons aucune évidence suggérant un rôle en partenariat avec NF-YC1/2 et NF-YA1/2, et 
nous ne pouvons pas exclure que cette sous-unité ne soit pas fonctionnellement impliquée 
dans la symbiose entre Medicago truncatula et Sinorhizobium meliloti. Les données générées 
par le projet ANR SYMBIMICS nous permettront très probablement d’identifier et de 
caractériser d’autres sous-unités NF-YBs agissant au sein de ces complexes protéiques au 
cours des étapes de mise en place de la nodulation chez Medicago truncatula. 
Au cours des expériences de transactivation dans Nicotiana benthamiana, nous avons 
observé que le niveau d’activation de la fusion transcriptionnelle pERN1 : GUS par NF-YA1 
ou NF-YA2 est moins élevé que celui induit par le dimère NSP1/NSP2. Une des explications 
pourrait être liée au fait que les sous-unités NF-YAs ne peuvent pas fonctionner 
indépendamment des deux autres membres du complexe NF-Y. Il est donc très probable que 
NF-YA1 et NF-YA2 recrutent des sous-unités NF-YB et NF-YC de Nicotiana benthamiana, 
aboutissant à une efficacité réduite de l’activation transcriptionnelle du gène rapporteur 
pERN1 : GUS. En accord avec cette hypothèse, l’expression de versions mutantes NF-YA1-
K171E et NF-YA2-K173E mène à une plus faible activation du gène rapporteur que celle 
observée en réponse à l’expression de versions NF-YA1 et NF-YA2 sauvages. Il sera donc 
intéressant de reproduire ces expériences en co-exprimant la construction pERN1 : GUS avec 
les trois sous-unités NF-Ys. L’absence d’induction de la fusion transcriptionnelle pERN1 : 
GUS en réponse à l’expression de la version mutante NF-YA1- ΔDB montre par ailleurs que 
les acides aminés requis pour l’activité de liaison à l’ADN de la sous-unité NF-YA des 
mammifères sont probablement les mêmes que chez les plantes. Nous proposons que comme 
chez les mammifères, la version NF-YA1- ΔDB se comporte comme un dominant négatif qui 
peut interagir avec les dimères NF-YB/NF-YC, mais empêche la liaison aux éléments cis 
régulateurs CCAAT du complexe formé (Donati et al., 2008). 
Il a été montré qu’au cours de la voie de signalisation NF, l’activité transcriptionnelle 
de ERN1 est également sous le contrôle positif du facteur de transcription dimérique 





2012). Les données obtenues au cours de ma thèse soulèvent donc la question des 
implications relatives de NSP1/NSP2 et NF-Y dans le contrôle de l’expression de ERN1. 
Nous avons observé une augmentation du niveau d’activation de la transcription de ERN1 
lorsque le dimère NSP1/NSP2 est co-exprimé avec NF-YA1, même si cette augmentation 
reste faible. Néanmoins, il est tout à fait probable que la co-expression de NSP1/NSP2 avec 
un trimère NF-Y aboutisse à une activation plus importante de l’expression de ERN1. Ces 
expériences sont en cours dans l’équipe d’accueil. Ensemble, ces résultats pourraient suggérer 
l’existence de mécanismes de coopérativité entre NF-Y et NSP, qui restent néanmoins à 
démontrer. Chez les plantes, la liste grandissante d’interactions entre NF-Y et d’autres 
facteurs de transcriptions suggère qu’une des conséquences de l’expansion des NF-Y réside 
dans l’adaptation à de telles interactions (Masiero et al., 2002; Wenkel et al., 2006; 
Yamamoto et al., 2009; Liu and Howell, 2010; Li et al., 2011). Chez Arabidopsis thaliana, les 
complexes bZIP28/NF-YB3/NF-YC2/NF-YA4 formés en réponse à un stress lié au mauvais 
repliement des protéines (ER-stress) (Liu and Howell, 2010), et NF-YC2/LEC1/bZIP67 qui 
activent des éléments de réponse à l’acide abscissique (Yamamoto et al., 2009) suggèrent que 
les facteurs de transcription bZIP puissent être les interacteurs privilégiés de NF-Y chez les 
plantes. De manière intéressante, les facteurs de transcription de la famille des GRAS NSP1 et 
NSP2 présentent deux domaines LHR qui sont également retrouvés dans la famille des 
facteurs de transcription bZIP (Hirsch and Oldroyd, 2009). L’analyse du promoteur de ERN1 
nous a permis d’identifier de nombreux motifs AATTT (en orientation sens ou anti-sens), 
connus pour lier le facteur de transcription NSP1 (Hirsch et al., 2009) (Figure 56). Un de ces 
motifs est positionné dix paires de bases en amont d’un élément CCAAT, correspondant 
environ à un tour d’hélice d’ADN. Ensemble, ces données pourraient suggérer une interaction 
possible entre NF-Y et NSP sur le promoteur de ERN1, et la recherche d’une telle interaction 
a été entreprise dans l’équipe par des expériences dans la levure et in planta. Chez les 
mammifères, il a été proposé que de part la structure de NF-YB et NF-YC ressemblant aux 
histones H2A et H2B, le facteur de transcription NF-Y s’associe avec les histones H3/H4 pour 
empêcher la formation de nucléosomes sur les promoteurs de ses gènes cibles (Dolfini et al., 
2012). Dans ce schéma, NF-Y pourrait se comporter comme un facteur de transcription 
général qui faciliterait l’induction de l’expression de ERN1 par NSP1/NSP2 en influent sur la 








Chapitre V : Matériel et Méthodes 
 
 




1. Matériel végétal et bactérien 
Plusieurs lignées de Medicago truncatula « Jemalong A17 » ont été utilisées dans 
cette étude : les lignées sauvages et leurs dérivées transgéniques L416 portant une région 
promotrice d’ENOD11 de 2,3 kb fusionnée au gène GUS (pENOD11 : GUS) (Journet et al., 
2001), ainsi que les mutants symbiotiques nfp (allèle C31) (Ben Amor et al., 2003), dmi3 
(allèle TRV25) (Catoira et al., 2000), nsp1-1 et nsp1-2 (allèles B85 et C54, respectivement) 
(Catoira et al., 2000), nsp2-3 (allèle D11) (Oldroyd and Long, 2003), ern1 (bit1-1) (Middleton 
et al., 2007), et nin-1 (allèle 12S) (Marsh et al., 2007) avec ou sans la fusion pENOD11 : 
GUS. Les graines de plantes ont été scarifiées par traitement dans l’acide sulfurique, puis 
stérilisées en surface avant leur mise en germination sur un milieu gélosé (voir « Medicago 
truncatula Handbook », http://www.noble.org/medicagohandbook). Les ADNs plasmidiques 
ont été introduits dans les souches DH5α d’Escherichia coli, ARqua1 d’Agrobacterium 
rhizogenes (Quandt et al., 1993), GV3101 et GV3103 d’Agrobacterium tumefaciens, ou 
AH109 de levure. La souche Sinorhizobium meliloti 2011 qui exprime constitutivement la 
fusion hemA-lacZ (Sm 2011-lacZ) (Ardourel et al., 1994) a été cultivée dans du milieu TY 
additionné de CaCl2 à 6 mM et contenant les combinaisons d’antibiotiques appropriées. 
2. Banque d’ADNc et constructions plasmidiques utilisées 
La banque d’ADNc utilisée a été construite à partir d’ARNs totaux extraits de poils 
absorbants de Medicago truncatula A17 isolés par une méthode de fractionnement à l’azote 
liquide. La banque d’ADNc a été préparée à l’aide du kit Creator Smart cDNA library 
construction (Clontech), à partir d’échantillons regroupés provenant de poils absorbants traités 
par des NFs (10
-8
M) pendant 2, 6, et 18 heures. Les ADNc ont été insérés par clonage 
directionnel via les sites de restriction SfiI d’un vecteur pGADT7 modifié (F. de Carvalho-
Niebel, L. Sauviac, et L. Deslandes, données non publiées). La banque a été générée à l’aide 
de la reverse transcriptase Powerscript (RNaseH-) qui synthétise préférentiellement des 
ADNc de pleine taille. La séquence codante de NF-YA1 a été amplifiée par PCR et clonée par 
restriction dans le vecteur pGBKT7 (clontech). Les constructions BD-NF-YA1-K171E, BD-
NF-YC2, AD-NF-YA1-K171E et AD-NF-YC2 également utilisées dans les expériences de 
double hybride ont été obtenues après une recombinaison LR par la technologie Gateway 
(Invitrogen) des séquences codant pour les facteurs de transcription respectifs à partir du 
vecteur pK207 (pDONR207 modifié permettant une insertion dans le vecteur d’entrée par 
Nom de l'amorce 
utilisée Utilité de l'amorce Séquence 5'-3' 
MtNF-YA1_Asc1_for clonage dans pK207 
AGGCGCGCCTACCATGGCTATGCAACCTGTTTATCTT
AAAG 
MtNF-YA1_Pme1_rev clonage dans pK207 AGTTTAAACCTTATGGTTCCAGCAGCTGTCTGCCA 
MtNF-YA2_Asc1_for clonage dans pK207 
AGGCGCGCCTACCATGGCTATGCAAACTGTTTATCTG
AAAGAAC 
MtNF-YA2_Pme1_rev clonage dans pK207 
AGTTTAAACCCTAGTCACCTCTGATCCAGAAATATTT
GGA 
MtNF-YB2_Asc1_for clonage dans pK207 
AGGCGCGCCTACCATGTCCGAAACTCCGGCGAGTCCT
GG 
MtNF-YB2_Pme1_rev clonage dans pK207 
AGTTTAAACCCTACTCTGGACCTTGCATAGGAACCAT
C 
MtNF-YC2_Asc1_for clonage dans pK207 
AGGCGCGCCTACCATGGACCATCAAGGGCATAACCAG
A 
MtNF-YC2_Pme1_rev clonage dans pK207 AGTTTAAACCCTAGTGATCTGGAGATGGTGGTCG 
MtNF-YA1 partII For 
AscI 
clonage dans pK207 pour recombinaison 
dans pFRN 
AGGCGCGCCTACCTTTGCTGCCGAGCCACTTAATC 
MtNF-YA1 partII Stop 
Rev PmeI 
clonage dans pK207 pour recombinaison 
dans pFRN 
TGTTTAAACCTTACAAGAAACGACCACCGCATCCTC 
NF-YA1 mut DBD for clonage NF-YA1 avec mutation ΔDB TGCAGCTGCCAAGACCAAGAGGATGCGGTGGTCG 
NF-YA1 mut DBD rev clonage NF-YA1 avec mutation ΔDB CGACCACCGCATCCTCTTGGTCTTGGCAGCTGCA 
MtNF-YA1_K171E_for clonage NF-YA1 avec mutation K171E CAACATACGTGAATGCTGAGCAATACC 
MtNF-YA1_K171E_rev clonage NF-YA1 avec mutation K171E GGTATTGCTCAGCATTCACGTATGTTG 
BamH1-NF-YA1-atg-for3 surexpression de NF-YA1 dans Medicago GGGATCCATGGCTATGCAACCTG 
Sac1-NF-YA1-rev surexpression de NF-YA1 dans Medicago CTGAGCTCAAACTTATGGTTCCAGC 
MtNF-YA2_BamH1_for2 surexpression de NF-YA2 dans Medicago CGCGGATCCGCGATGGCTATGCAAACTGTTTATC 
MtNF-YA2_Sac1_rev2 surexpression de NF-YA2 dans Medicago ACGAGCTCGTCAAGCTTTAAGGTTACAGCAG 
RNAi3’NF-YA2rev 





clonage dans pK207 pour recombinaison 
dans pFRN AAAGGCGCGCCTACCCATGATCGATGGTGGGCGTG 
NF-YA2_K173E_for RT-qPCR GTGAATGCTGAGCAATACAATG 
NF-YA2_K173E_rev RT-qPCR CATTGTATTGCTCAGCATTCAC 
NF-YA1_for_qPCR384 RT-qPCR TCGGATCTACTGTCCACTCTTTGG 
NF-YA1_rev_qPCR384 RT-qPCR TTGGCATGACGATACCGTGTC 
ENOD11_for3 RT-qPCR CAGCCTCCACCTAGCATCCA 
ENOD11_Rev2 RT-qPCR CCACATGCAAAGATGGGACG 
ERN1-314-Fw RT-qPCR TGTCTCATTGGATTCTCCTCTTGC 
ERN1-391-Rev RT-qPCR TTGGAGCAGAAGCAACAGCA 
NSP1_561F RT-qPCR AAGGTGCAGCTAAGGCCAATG 
NSP1_624R RT-qPCR GCCCACCTACCATCCTTATTGTTT 
NF-YA2_for_qPCR384 RT-qPCR ACAGCTTTACCGTCGATCACCTT 
NF-YA2_rev_qPCR384 RT-qPCR CCATCGATCATGTCTGCCATAG 
NF-YA3_for_qPCR384 RT-qPCR GTTAGTTGCTTACGCACCGCA 
NF-YA3_rev_qPCR384 RT-qPCR GCTAATCCCATCATTTGAGGCA 
NF-YA4_for1 RT-qPCR TTTGAATGGAAATATGTCGGAAC 
NF-YA4_rev1 RT-qPCR AACTCTAACTCCTGTTGCTGCTG 
NF-YA5_for1 RT-qPCR TTACCTTGGTTATCTTCTTGGCA 
NF-YA5_rev1 RT-qPCR TGATTGCTTGAGACTTCAACAGA 
NF-YA6_for1 RT-qPCR TGTGTGGTAGGGATATGTTAGGG 
NF-YA6_rev1 RT-qPCR CTCACCTCACCTACAAGGCTAGA 
NF-YA7_for1 RT-qPCR CTCCTTATTCAAACGCACAATTC 
NF-YA7_rev1 RT-qPCR CATGATGCATTTGGTATAGCTGA 
NF-YA8_for1 RT-qPCR TGGAAAGAGTACGGAAGGTATCA 
NF-YA8_rev1 RT-qPCR AGCTGCTAGTAGGCCGTTAGAGT 
Tableau 4. Amorces utilisées au cours de la thèse. 




digestion enzymatique Asc1/Pme1 ; L. Deslandes, communication personnelle) vers les 
vecteurs de destination pGBG et pGADT7 (Clontech). Les constructions BD-p53 et AD-T-
Antigen sont fournies par le kit GAL4 Matchmaker (Clontech). 
Pour les expériences de transformation transitoire dans N. benthamiana, les 
constructions YFP-NF-Y et 3HA-NF-Y ont été obtenues après recombinaison LR des 
séquences codantes de ces facteurs de transcription à partir du vecteur pK207 vers le vecteur 
de destination PAM-PAT p35S : YFP : GTW (L. Deslandes) ou PAM-PAT p35S : 3HA : GTW 
(L. Noël). Les constructions NF-box : GUS et INF : GUS utilisées dans les expériences de 
transactivation ont été obtenues comme décrit par Andriankaja et al. (2007). La construction 
pERN1 : GUS a été obtenue par clonage d’une région promotrice de 2,2 kb dans le vecteur 
pLP100 comme décrit par Cerri et al. (2012). 
Une région de 2,2 kb en amont du site d’initiation de la transcription de NF-YA1 et la 
région 3’UTR de NF-YA1 ont été respectivement clonées en amont et en aval du gène uidA 
codant pour la β-glucuronidase dans le vecteur binaire pK7m34GW (Karimi et al., 2005) par 
la technologie Gateway (Invitrogen). Une région de 2,6 kb en amont du codon d’initiation de 
la traduction de NF-YA2 a été clonée en amont du gène uidA dans le vecteur binaire 
pKGWFS7 (Karimi et al., 2002) par la technologie Gateway (Invitrogen). 
Pour l’expression des constructions NF-YA RNAi et NF-YA2 RNAi, une région 
conservée de 340 paires de bases dans la séquence codante de NF-YA1 et une région de 200 
paires de bases dans le 3’UTR de NF-YA2 ont respectivement été amplifiées par PCR et 
clonées dans le vecteur pFRN (P. Laporte) par la technologie Gateway (Invitrogen). 
Pour les expériences de transactivation dans les lignées L416 de Medicago truncatula, 
les séquences codantes de NF-YA1, ERN1, et NF-YA2 ont été amplifiées par PCR et insérées 
en aval du p35S entre les sites BamH1 et Sac1 du vecteur binaire pBI121 (Promega). 
Les séquences des amorces utilisées sont indiquées dans le tableau 4. 
3. Criblage en double hybride et interactions protéine-protéine 
dans la levure 
Le vecteur BD-NF-YA1 a été transformé dans la souche de levure AH109 par la 
méthode décrite dans le Yeast Protocols Handbook (Clontech). Les tests d’auto-activation ont 




été effectués par dépôt d’une goutte de suspension de la souche de levure résultante AH109 
BD-NF-YA1 sur milieu minimum sans tryptophane ni histidine, et additionné ou non de 3-
amino-triazol (3-AT) (entre 2,5 et 10 mM). 
Pour le criblage en double hybride, la souche AH109 BD-NF-YA1 a été transformée 
par les ADN plasmidiques issus de la banque d’ADNc décrite dans la partie 2. Environ 4.106 
transformants de levure ont été criblés pour l’activation du gène rapporteur HIS3 sur milieu 
minimum sans leucine, tryptophane, et histidine, additionné de 3-AT à une concentration 
finale de 5 mM. Les inserts des clones HIS
+
 ont été amplifiés par PCR et séquencés. Les 
logiciels BLASTx et BLASTn (NCBI) ont été utilisés pour identifier les séquences obtenues. 
Les interactions avec à priori ont été testées après co-transformation de la souche 
AH109 par les plasmides BD-NF-Y et AD-NF-Y utilisés et repiquage des transformants d’un 
milieu sans tryptophane ni leucine sur un milieu sans tryptophane, leucine, histidine, et 
additionné de 3-AT. 
4. Expression transitoire dans les feuilles de Nicotiana 
benthamiana 
Les vecteurs binaires PAM-PAT p35S : YFP : GTW et PAM-PAT p35S : 3HA : GTW 
contenant les séquences codantes des NF-Ys et les vecteurs binaires pLP100 contenant les 
fusions pERN1 : GUS, INF : GUS et NF-box : GUS, ont été introduits dans les souches 
GV3103 (PAM-PAT) et GV3101 (pLP100) d’Agrobacterium tumefaciens. Les souches 
bactériennes portant les différentes constructions et celles portant la protéine p19 anti-
silencing (Voinnet et al., 2003) (expériences de localisation subcellulaire uniquement) ont été 
mises en culture à 28°C pendant 16 heures, et resuspendues dans une solution contenant du 
MgCl2 (10 mM), du MES (10 mM, pH 5.6) et de l’acétosyringone (100 µM). Après 
incubation à température ambiante pendant 2 heures, les cultures d’Agrobacterium 
tumefaciens ont été infiltrées dans des feuilles de Nicotiana benthamiana âgées de trois 
semaines à l’aide d’une seringue de 1 mL. Pour les co-agroinfiltrations, des volumes égaux de 
chaque culture d’Agrobacterium tumefaciens ajustés à une DO600 = 0.5 (localisation 
subcellulaire) ou 0.25 (transactivation)  ont été mélangés avant infiltration. Les plantes 
infiltrées ont été gardées dans une chambre de culture à 21°C (16 heures de photopériode et 




). La localisation subcellulaire des protéines chimériques, 
l’activité glucuronidase des fusions transcriptionnelles, ou l’expression des protéines 




chimériques, ont été analysées sur des disques foliaires prélevés 36 heures après infiltration. 
Les extraits protéiques ont été chargés dans un gel de poly-acrylamide, et les western-blots 
ont été réalisés à l’aide d’anticorps monoclonaux anti-HA couplés à la péroxydase (Roche). 
5. Culture des plantes de Medicago truncatula et traitements 
effectués 
Pour la transformation des racines de Medicago truncatula, des jeunes plantules ont 
été sectionnées à quelques millimètres de l’apex racinaire avec un scalpel stérile, et mises en 
co-culture avec une souche d’ARqua1  qui porte la construction appropriée, par application 
d’une goutte de suspension bactérienne (DO600 = 1) cultivée dans du milieu Luria-Bertani 
(LB). Les plantes transformées ont été sélectionnées sur un milieu Fahraeus gélosé additionné 
de kanamycine à 25 mg.mL
-1
 ou 30 mg.mL
-1
 (L416) trois semaines après inoculation par 
ARqua1, puis transférées sur milieu gélosé sans azote ni antibiotique recouvert de « papier 
poche », comme décrit par Boisson-Dernier et al. (2005). Pour les expériences de 
transactivation, les systèmes racinaires des plantes composites L416, L416 nsp1, et L416 ern1 
portant les constructions p35S : NF-YA1, p35S : NF-YA2, ou p35S : ERN1 ont été analysés 
entre 5 et 7 jours après transfert sur papier poche par une coloration GUS histochimique. Les 
plantes composites A17 portant les constructions pNF-YA1 : GUS, pNF-YA2 : GUS, NF-YA 
RNAi, ou NF-YA2 RNAi ont subi différents traitements avant coloration. Les traitements des 
racines de Medicago truncatula par des NFs, Sinorhizobium meliloti, ou de l’eau (contrôle) 
ont été réalisés comme décrit ci-dessous. Les racines des plantes composites ont été 
immergées dans de l’eau, dans une solution de NFs à 10-9M, ou dans une suspension de 
Sm2011-lacZ (DO600=0.01). Après 1 heure d’incubation, les solutions en excès ont été retirées 
et les boîtes contenant les plantes composites ont été placées verticalement dans une chambre 
de culture à 25°C avant la collecte des échantillons. Pour les traitements par des NFs sur les 
racines de plantes composites, l’incubation des plantes dans la chambre de culture s’est faite 
pendant 5 heures puis les échantillons ont été prélevés. Les racines des plantes RNAi ont été 
récoltées pour une extraction d’ARNs, et les racines des plantes pNF-YA2 : GUS ont été 
colorées. Les racines des plantes inoculées par Sm2011-lacZ ont été colorées entre 3 et 5 jours 
après inoculation. 
Pour les analyses d’expression dans les mutants symbiotiques, des germinations de 
Medicago truncatula A17 ou des mutants utilisés ont été mises en culture dans des caissons 




de brumisation en présence de milieu carencé en azote comme décrit dans le Medicago 
truncatula Handbook. Après 5 jours de culture, les plantules ont été transférées dans 50 mL 
de Fahraeus liquide additionné de NFs (10-8M) pendant 1, 2, 4, 6, ou 12 heures. Les ARNs 
des racines ont ensuite été extraits. 
6. Colorations GUS et β-galactosidase 
La coloration histochimique pour l’activité GUS a été réalisée à l’aide du substrat 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide (Biosynth.). Les réactions GUS ont été réalisées 
dans le noir à 37°C pendant 1 à 6 heures, dans une solution contenant 1 mM de 5-bromo-4-
chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide, 0.5 mM de ferricyanide de potassium, 0.5 mM de 
ferrocyanide de potassium, 5 mM de Na2EDTA, et 0.1 M de tampon phosphate (pH 7.0). Les 
disques de Nicotiana benthamiana ont d’abord été placés sous vide pendant 20 minutes dans 
le tampon de réaction GUS additionné de triton 0.1% avant l’incubation à 37°C. Les racines 
transgéniques de Medicago truncatula ont directement été incubées dans le tampon GUS. 
L’intensité de la coloration GUS des racines transgéniques a été analysée par une méthode de 
quantification visuelle comme décrit par Andriankaja et al. (2007). Pour les tests d’activité 
GUS enzymatique, les tissus foliaires ont été broyés dans l’azote liquide et homogénéisés 
dans un tampon d’extraction protéique GUS comme décrit par Andriankaja et al. (2007). Le 
substrat X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-galactopyranoside, Biosynth. B7200) a été 
utilisé pour le marquage de l’activité β-galactosidase dans les cordons d’infection. 
7. Méthodes de microscopie 
Pour les coupes transversales, les racines colorées ont été fixées dans du tampon 
phosphate à 0.1 M additionné de glutaraldéhyde (2%), déshydratées dans l’éthanol, et incluses 
dans une résine Technovit 7100 (Heraeus Kulzer) avant de réaliser des coupes de 5 µm à 
l’aide d’un microtome Reichert-Jung 2040. Les tissus racinaires ou nodulaires ont été 
observés à l’aide d’un microscope optique Axioplan 2 Imaging (Carl Zeiss). Les localisations 
subcellulaires  dans les disques foliaires de Nicotiana benthamiana ont été analysées à l’aide 
d’un microscope optique à épifluorescence (Axiophot2, Carl Zeiss). 




8. Analyses de RT-PCR quantitative  
Les ARNs ont été extraits des racines de Medicago truncatula à l’aide du kit 
« Macherey-Nagel total RNA isolation »selon le protocole du fournisseur. Les ARN ADN-
free ont été quantifiés, et leur intégrité a été vérifiée sur des puces Agilent RNA Nano Chip 
(Agilent Technologies). La synthèse des brins complémentaires d’ADN a été réalisée à partir 
de 500 à 1000 ng d’ARN, par hybridation d’un oligo(dT) et avec l’enzyme SuperScript II 
(Invitrogen) ou Roche reverse transcriptase, en suivant les instructions du fournisseur. Les 
PCR quantitatives ont été réalisées dans des plaques de 384 puits, à l’aide du système Light 
Cycler 480 (Roche), et en utilisant un mix de SYBR Green I (Roche), selon les instructions du 
fournisseur. Chaque réaction a été réalisée avec 1 µL de matrice diluée au 1/10 ou 1/20, des 
amorces concentrées à 0.1 µM, dans un volume final de 6 µL. Le programme de PCR est 
décrit ci-dessous : 95°C pendant 5 minutes, 45 cycles à 95°C pendant 15 secondes et 60°C 
pendant 1 minute. Nous avons utilisé un gène codant pour l’ubiquitine comme standard 
interne pour la comparaison des échantillons. Les données présentées sont la moyenne de 3 à 
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